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Resumo 

Escherichia co/i patogênica para aves (APEC) causa diferentes tipos de infecções 
sistêmicas extraintestinais nestes hospedeiros, coletivamente denominadas colibaciloses, 
causando grandes prejuízos econômicos à indústria aviária. Essas doenças incluem, dentre 
outras, septicemia, onfalite, celulite e síndrome da cabeça inchada. Entretanto, não há até o 
momento uma descrição de genes ou características que permitam classificar as linhagens 
aviárias em patótipos responsáveis por causar doenças específicas em seus hospedeiros, a 
semelhança do que ocorre para linhagens de E. coli patogênicas para seres humanos. O 
objetivo deste estudo foi caracterizar linhagens de Escherichia coli de origem aviária 
representantes de 4 grupos, sendo um grupo de linhagens comensais (AFEC - sigla em 
inglês para "Avian Fecal Escherichia coli") e três grupos de linhagens patogênicas, 
causadoras de três síndromes diferentes em seus hospedeiros (septicemia, síndrome da 
cabeça inchada e onfalite). Para o trabalho, as características biológicas estudadas foram: 
adesão em células eucarióticas, formação de biofilme, produção de molécula sinalizadora 
de quorum sensing, presença de genes de ilhas de patogenicidade, dose de letalidade 
(LDso), grupo filogenético e presença de genes de virulência. A comparação entre as 
diferentes linhagens com base nestes traços genotípicos e fenotípicos, por meio de 
diferentes ferramentas de estatística multivariada além de redes complexas, permitiu inferir 
a estrutura populacional do grupo estudado. Os resultados indicam que APEC não constitui 
um grupo homogêneo, mas um conjunto estruturado de diferentes subgrupos, cada um 
associado a uma síndrome infecciosa específica causada no hospedeiro, possivelmente 
definindo diferentes patótipos ou subpatótipos dentro de linhagens APEC. Assim, 
sugerimos a existência de um subpatótipo associado à onfalite, com características de 
letalidade semelhantes as de linhagens AFEC, mas com um padrão de adesão diferente, que 
pode ser atribuído a uma especialização do grupo relacionada a colonização de um nicho 
particular, o saco da gema do ovo. E um subpatótipo associado à síndrome da cabeça 
inchada, igualmente adaptado à patogenicidade, mas com características mais "agressivas" 
evidenciadas pelos altos índices de letalidade, grande número de genes de virulência e altos 
índices de adesão. Linhagens associadas à septicemia, contudo, não constituem um grupo 
coeso, sugerindo tratar-se de uma miscelânea de linhagens que podem pertencer a 
diferentes subpatótipos e que em última instância geram a síndrome sistêmica (septicemia), 
devido à evolução do quadro clínico e/ou às condições imunológicas do hospedeiro. Este 
trabalho é pioneiro em demonstrar a existência de subpatótipos dentro de linhagens APEC, 
relacionando diferentes síndromes infecciosas com grupos específicos de linhagens as quais 
possuem características fenotípicas e genotípicas particulares. Tais resultados abrem novas 
possibilidades no estudo de genes responsáveis pelos diferentes processos de patogênese 
em APEC, bem como no desenvolvimento de vacinas. Talvez seja importante considerar 
estes subgrupos no desenvolvimento de vacinas, com o intuito de produzir vacinas com 
proteção cruzada, o que ainda não foi atingido com sucesso para linhagens APEC. 
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Abstract 

Avian Pathogenic Escherichia co/i (APEC) cause different types o f systemic extraintestinal 
infections in poultry, which are collectively termed colibacillosis, imposing signifícant 
economic losses for the avian industry. Among these diseases are septicaemia, omphalitis, 
cellulitis and swollen head syndrome. However, to the date, there is no description o f genes 
or characteristics which allow us to classity avian strains in pathotypes responsible for 
causing specifíc diseases in their hosts, as there are for human pathogenic E. co/i strains. In 
this study we aimed to characterize avian pathogenic E. co/i strains representing 4 groups, 
one of commensal strains (AFEC - Avian Fecal Escherichia co/i) and 3 groups of 
pathogenic strains responsible for causing 3 different syndromes in their hosts (septicaemia, 
omphalitis and swollen head syndrome). The biological characteristics studied were: 
adhesion to eukaryotic cells, biofílm formation, capacity of synthesizing quorum sensing 

signaling molecule, presence of pathogenicity island, pathogenicity leveis according to 
lethal dose (50%) assay, phylogenetic group and presence o f virulence genes. The 
comparison between strains based on these genotypic and phenotypic traits, by different 
multivariate statistics tools and complex network, allowed us to infer the population 
structure o f the studied group. The results indicate that APEC do not constitute a uni que 
homogeneous group, but a structured set of different subgroups, each one associated to a 
specifíc infectious syndrome inflicted to the host, possibly defíning pathotypes or 
subpathotypes within APEC strains. Thus, we suggest the existence of a subpathotype 
associated to omphalitis, with lethality characteristics similar to AFEC strains, but with a 
different adhesion pattem, which may be due to a specialization related to the colonization 
of a particular niche, the egg's yolk sac. Anda subpathotype associated to the swollen head 
syndrome, equally adapted to pathogenicity, but with more "aggressive" characteristics 
demonstrated by the high lethality and adhesion leveis. Septicaemic strains, however, do 
not constitute a cohesive group, which suggests a constellation of strains associated to 
different subpathotypes and capable of, eventually, cause a systemic syndrome (sepsis), due 
to the clinicai evolution of the illness and/or host immunological conditions. This work is 
pioneer in demonstrating the existence of subpathotypes within APEC strains, relating 
different infectious syndromes to specifíc groups o f strains possessing particular genotypic 
and phenotypic characteristics. These results offer new possibilities in studying the genes 
responsible for different pathogenesis processes within APEC and for the vaccine 
developing. lt may be important to consider these subgroups in the process of vaccine 
developing, in the efforts for obtain cross protection, which had not yet being accomplished 
successfully conceming APEC strains. 



1. Introdução 

I. I. Escherichia co/i patogênica para Aves (APEC) 

A indústria avícola possui grande importância na economia brasileira. Segundo 

dados de 2009, a produção foi de 12 milhões de toneladas de carne de frango, colocando o 

Brasil como o segundo maior produtor mundial de carne de frango, ficando apenas atrás 

dos Estados Unidos da América (EUA). Embora a maior parte da produção seja consumida 

internamente, 1/3 da mesma é exportada para quase cem países, tomando o Brasil o 

segundo maior exportador mundial. A importância do setor na economia brasileira é de 

grande relevância, uma vez que a carne de frango constitui o quarto maior item de 

exportação (terceiro, se considerarmos apenas os itens básicos), de forma que o setor 

emprega 4,8 milhões de pessoas e movimenta cerca de 5,8 bilhões de dólares (Fonte: ABEF 

- Associação Brasileira dos Produtores e Exportadores de Frangos). Assim, a indústria 

avícola é importante para as economias interna e exportadora brasileiras, gerando 

empregos, alimentos de alto valor protéico, com relativo baixo custo e gerando divisas em 

moedas fortes (dólares e euros ). Apesar de ser um importante segmento econômico, a 

indústria avícola, como os demais ramos da pecuária e agricultura, está sujeita a fatores que 

podem afetar de maneira significativa os seus rendimentos e custos. 

Entre os fatores que podem causar a diminuição da produtividade, e aumento de 

custo, destacam-se as infecções causadas por microrganismos patogênicos (vírus, bactérias 

e fungos). Entre estes microrganismos, as bactérias, principalmente Escherichia co/i, são 

agentes significativos de morbidade e mortalidade (Gross, 1991). 

A bactéria Escherichia co/i, (bacilo gram-negativo pertencente à família 

Enterobacteriaceae, anaeróbio facultativo) é um integrante regular da microbiota do trato 

gastrointestinal de muitos animais, incluindo mamíferos e aves, atuando de maneira 

importante na manutenção da fisiologia intestinal (Amhaz et a/., 2004). Pode, entretanto, 

causar várias doenças infecciosas dependendo da presença de genes de virulência (Levine, 

1987; Nataro & Kaper, 1998) e das condições ambientais e do sistema imunológico do 

organismo hospedeiro (Dho-Moulin & Fairbrother, I 999). As linhagens patogênicas de E. 

co/i são divididas, por alguns pesquisadores, em dois grandes grupos: as causadoras de 



doenças intestinais, e as causadoras de doenças extra-intestinais (Johnson & Russo, 2002; 

Nataro & Kaper, 1998), sendo, também, classificadas de acordo com o hospedeiro que 

infectam (Gyles, 1994). 

As linhagens patogênicas de E coli relacionadas a doenças em aves são 

coletivamente denominadas APEC (do inglês, "Avian Pathogenic Escherichia coli''), 

apresentando algumas características principais em comum: podem ser classificadas de 

acordo com os principais sorogrupos O associados às doenças, especialmente os sorogrupos 

OI, 02, 08, 015, 018, 035, 078, 088, 0109 ou 0115; habilidade de expressar um ou 

mais tipos de adesinas (tipo I com suas variantes, fimbria P e fimbria "curli", 

hemaglutinina sensível à temperatura, tsh ); presença de cápsula de polissacarídeo; produção 

de sistemas de seqüestro de ferro; resistência ao poder bactericida do soro do hospedeiro e 

produção de toxinas e citotoxinas (Fantinatti et al., 1994; Silveira et al., 2002a; Rodriguez­

Siek et al., 2005). A maioria das linhagens está associada a infecções extra-intestinais, 

sendo o termo "colibaciloses" empregado para englobar o grande número de doenças 

existentes, dentre as quais: septicemia, celulite, pericardite, perihepatite, onfalite, peritonite, 

infecções do trato respiratório e de gema dos ovos, e síndrome da cabeça inchada (Gyles, 

1994 ). Acredita-se que, exceto para as infecções da gema do ovo, todas estas infecções 

requerem fatores predisponentes, que incluem condições ambientais e infecções primárias, 

principalmente virais, o que faz com que se acredite que estas amostras de APEC atuem 

como agentes patogênicos secundários (Dho-Moulin & Fairbrother, 1999). 

Devido a essas infecções, linhagens APEC causam grandes perdas econômicas na 

produção de aves domésticas para a alimentação devido à morbidade, à mortalidade, queda 

na produção, condenação de carcaças infectadas, tanto em países desenvolvidos, como os 

EUA, quanto em países em desenvolvimento, como o BrasiL Buscam-se, assim, formas de 

prevenir e controlar tais infecções nos animais, através da implementação de técnicas de 

higienização dos criadouros, vacinação, uso de drogas antimicrobianas, etc. Estes métodos 

têm, entretanto, demonstrado uma eficácia limitada, sendo muitas vezes ineficientes no 

controle de morbidade e mortalidade por APEC. Além disso, estudos recentes apontam para 

um aumento na resistência desses microorganismos às drogas antimicrobianas mats 

comumente utilizadas no combate aos diferentes tipos de infecção (Zhao, 2005). 
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Um dos fatores que contribuem para a ineficácia parcial dos métodos de prevenção 

e controle das colibaciloses, e para a prevalência relativamente alta da doença, é a 

possibilidade de transferência horizontal de material genético entre linhagens resistentes e 

não resistentes, ou entre linhagens patogênicas e não patogênicas, efetuada, principalmente, 

através da transferência plasmidial (Fantinatti et al., 1994; Skyberg et a/., 2006; Nakazato 

et a/., 2007; Stehling et a/., 2007, 2008; Campos et a/., 2008a). Em um estudo recente, 

Skyberg et a/. (2006) demonstraram que a aquisição de um plasmídio patogênico (contendo 

vários genes associados á virulência) de APEC por uma linhagem comensal de E. co/i 

aumentou a capacidade desta última de matar embriões de galinhas, colonizar o rim de 

camundongos e crescer em urina humana. Tal trabalho é importante, não apenas por 

evidenciar a possibilidade de aquisição de patogenicidade por linhagens comensais de aves, 

mas também por sugerir que plasmídios de linhagens APEC podem atuar como 

reservatórios de genes de virulência para humanos. Isto confere, ainda, maior importância 

para estudos relacionados às APECs, por ultrapassar a esfera econômica da indústria 

alimentícia, alcançando interesses significativos em saúde pública. 

Por muitos anos, aceitou-se que as linhagens APEC são patógenos oportunistas 

(Dziva & Stevens, 2008). Estudos recentes, contudo, tem apontado diferenças claras na 

distribuição de fatores de virulência entre linhagens APEC e linhagens fecais de E. colí 

comensais de aves, denominadas AFEC - da sigla em inglês para "avian fecal commensal 

E. co/i" (Johnson et a/., 2008; Rodriguez-Siek et a/., 2005). Isso indica que linhagens 

APEC possuem uma maquinaria adaptada para a patogenicidade. (Johnson et a/., 2008; 

Rodriguez-Siek et al., 2005). Devido a natureza extraintestinal das doenças causadas por 

APEC, parece razoável aceitar que linhagens APEC são mais similares às linhagens 

humanas causadoras de doenças extra- intestinais, ExPEC (do inglês "Extra-intestinal 

Pathogenic Escherichia co/i"). De fato, o primeiro genoma completo de APEC (Johnson et 

a/., 2007) revelou uma forte similaridade entre tal genoma e aqueles pré-estabelecidos para 

ExPEC humanas. O grupo de ExPEC humanas constitui-se de pelo menos dois patótipos -

Patótipo é definido como um grupo de linhagens de uma espécie que causam uma doença 

comum empregando um conjunto comum de fatores de virulência (Kaper et a/., 2004) -

sendo estes: Escherichia co/i uropatogênica, UPEC (do inglês Uropathogenic Escherichia 

co/i) e Escherichia co/i associada a meningite/sepse, NMEC (do inglês Meningitis/sepsis-
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associetad Eschertchta co/i). Considerando-se que todas as linhagens APEC causam um 

conjunto comum de doenças em frangos, caso elas se utilizem de um conjunto comum de 

fatores de virulência, então devem constituir um patótipo, como sugerem alguns 

pesquisadores (Kaper et al., 2004; Rodriguez-Siek et al., 2005). Dois problemas, porém, 

emergem dessa consideração: linhagens APEC podem causar diferentes doenças; e até o 

momento não foi descrito um conjunto de fatores de virulência associado com o fenótipo 

patogênico de APEC, capaz de explicar a manifestação de tal fenótipo, como ocorre para 

patótipos de linhagens humanas (Kaper et al., 2004). Para ilustrar, o patótipo de E. co/i 

humana enteropatogênica, EPEC (do inglês Enteropathogenic Escherichia co li) é definido 

pela presença da ilha de patogenicidade "locus for enterocyte effacement" (LEE), a qual 

contém os genes responsáveis pela formação da lesão "ataching and effacing" (AE); outro 

patótipo, Escherichia coli enterohemorrágica (EHEC, do inglês Enterohaemorrhagic 

Escherichia co/i) é definido pela presença da mesma ilha LEE e mais o gene codificador da 

toxina shiga ("shtga-toxin"), e causa a síndrome hemolítica urêmica, característica desta 

linhagem. De fato, a patogênese de APEC é pouco elucidada comparada com linhagens de 

E. coli patogênicas para humanos (Dziva & Stevens, 2008), de forma que é preciso revisar 

a definição do grupo APEC (Delicato et al., 2003), uma vez que diferentes combinações de 

genes de virulência podem implicar diferentes mecanismos de virulência dentro do grupo, 

de forma que é possível que existam diferentes subpatótipos ou mesmo patótipos distintos 

dentro dedo grupo APEC (Delicato et al., 2003). 

1.2 Ilhas de Patogenicidade 

O conteúdo e a organização da informação genética de uma espécie se alteram ao 

longo do tempo, sendo esse processo conhecido como evolução do genoma. Esse processo 

inclui algumas formas de mudanças genômicas: mutações pontuais, conversões gênicas, 

rearranjos, deleções e inserções de DNA externo, através da transferência horizontal de 

material genético (Schmidt & Hensel, 2004). Os mecanismos de fluxo gênico horizontal 

incluem elementos genéticos móveis, como plasmídíos conjugativos, bacteriófagos, 

transposons, elementos de inserção e ilhas genômicas (Hacker & Camiel, 2001). Ilhas 

genômicas são regiões genômicas constituídas por elementos móveis. Dependendo da 
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função que codificam, ou da vantagem relativa que conferem aos organismos que as 

carregam no que diz respeito à sobrevivência em certos nichos, as ilhas genômicas podem 

ser, de fato, ilhas de patogenicidade, de simbiose, de "jitness ", metabólicas ou de 

resistência (Hacker & Carniel, 200 I). Ilhas de Patogenicidade foram, recentemente, 

identificadas como elementos móveis que carregam grupos gênicos ("gene clusters") 

associados à virulência (Hacker & Kaper, 2000). 

As ilhas genômicas são mais comumente encontradas em bactérias que integram 

comunidades das quais outras espécies também fazem parte, o que lhes confere acesso a um 

reservatório ( "pool ") genético horizontal, isto é, lhes confere oportunidade de trocas de 

material genético com espécies não necessariamente relacionadas. São exemplos dessas 

comunidades os biofilmes, a rizosfera e os tegumentos e tratos digestivos de animais 

(Dobrindt et al., 2004). A bactéria Escherichia co/i é integrante regular da microbiota do 

trato gastrointestinal de muitos animais, incluindo mamíferos e aves; e possui capacidade 

de formar biofilme tanto em superficies abióticas quanto bióticas (Sheikh et al., 2001). 

Assim, E. co/i constitui-se em uma excelente candidata para identificação e estudo de ilhas 

genômicas. De fato, muitas ilhas genômicas já foram identificadas e caracterizadas em 

algumas linhagens de Escherichia co/i (Shen et al., 2005; Lloyd et al., 2007). Pelo menos 

quatro ilhas de patogenicidade já foram identificadas em UPEC (Lloyd et al., 2007) e duas 

em APEC (Parreira & Gyles, 2003; Kariyawasam et al., 2006a). 

Em uma extensa revisão, Schmidt & Hensel (2004) apontaram as principais 

características das ilhas de patogenicidade: carregam um ou mais genes de virulência; estão 

presentes no genoma de bactérias patogênicas e ausentes do genoma de uma linhagem não 

patogênica da mesma espécie; ocupam regiões genômicas relativamente grandes, medindo 

de 10 a 200kb; geralmente diferem do restante do genoma no que diz respeito à composição 

de bases, expressa como a porcentagem de guanina e citosina em relação ao genoma, e ao 

"codon usage" sendo, freqüentemente, localizadas próximas a genes de RNAt. Essa 

observação levou a hipótese de que esses genes (RNAt) serviriam como pontos de 

ancoragem para a inserção de DNA heterólogo, adquirido através de transferência gênica 

horizontal. Essas regiões são, freqüentemente, flanqueadas por repetições diretas (DR), as 

quais podem ter servido como sítios de reconhecimento para a integração de bacteriófagos 

e a integração destes teria resultado em duplicação da DR. Além disso, DRs atuam como 
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seqüências de reconhecimento para enzimas envolvidas na excisão de elementos genéticos 

móveis, contribuindo, portanto, para a instabilidade da PAI; e, geralmente, carregam genes, 

funcionais ou crípticos, relacionados à mobilidade, como integrases e transposases; 

podendo, ainda, conter seqüências de inserção (IS), as quais, quando combinadas em um 

par, podem contribuir para a mobilidade de porções grandes de DNA. Assim, PAis podem 

representar plasmídios integrados, transposons conjugativos, bacteriófagos, ou partes 

desses elementos (Hacker et al., 1997); são freqüentemente instàveis e deletadas com 

freqüências próprias, distintas. Propriedades de virulência codificadas por certas PAis são 

perdidas com uma freqüência superior à taxa normal de mutação. Análises genéticas 

demonstraram que tais alterações na virulência não são causadas por defeitos em genes 

individuais contidos no interior da PAI , mas por perda de grande porções dessa ou até 

mesmo pela perda de toda a ilha de patogenicidade. Isso indica que algumas PAis, em 

particular, possuem uma instabilidade genética intrínseca, sendo a taxa de deleção 

característica de cada PAI (Middendorf et al., 2004). Os mesmos mecanismos genéticos 

que permitem a distribuição de PAis por transferência genética horizontal também 

determinam sua instabilidade; freqüentemente representam estruturas semelhantes a 

mosaico, com uma estrutura complexa, já que elementos de diferentes origem estão 

presentes e, mais raramente, representam segmentos homogêneos de DNA horizontalmente 

adquiridos, por inserção de um segmento genético único. 

Embora essas características seJam tradicionalmente apresentadas como 

propriedades de PAis, o crescente acúmulo de informações sobre o tema dificulta o 

estabelecimento de definições claras. Assim, a divisão de ilhas genômicas em diferentes 

subtipos não é apenas baseada na composição gênica da ilha, mas também, e 

principalmente, no efeito da presença da ilha sobre um organismo particular em um nicho 

ecológico específico. Isso significa que uma mesma ilha pode desempenhar diferentes 

funções. Por exemplo, uma ilha genômica que atua como ilha de "fitness", permitindo à 

bactéria melhor explorar elementos de seu nicho, pode, também, contribuir para a 

patogenicidade da bactéria quando ela se encontra no interior de um hospedeiro. Os genes 

que codificam sistemas de aquisição de ferro, que podem estar presentes em tlhas 

genômicas, ilustram essa questão. Esses sistemas de aquisição de ferro têm grande 

importãncia para as bactérias em ambientes com baixa concentração do metal. Mas o 
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mesmo sistema pode contribuir para a sobrevivência da bactéria e sua patogenicidade 

quando essa penetra em um hospedeiro. 

Essa "dupla função" é válida, também, para ilhas de patogenicidade que contêm 

genes responsáveis pela produção de adesinas (Hacker & Carniel, 200 I). Genes presentes 

no interior de PAis, relacionados à patogenicdade, podem estar associados também à 

formação de biofilme e à persistência bacteriana no ambiente (Cucarella et ai., 2001; Úbeda 

et ai., 2003). A perda de ilhas de patogenicidade pode ocorrer devido à indução do sistema 

SOS de reparo de DNA pelos antibióticos do grupo das fluoroquinolonas (Úbeda et 

ai.,2005; Soto et a/.,2006). 

1.3. Biofilme e "Quorum sensing" 

Muitos microrganismos possuem a capacidade de se aderirem, formando biofilmes. 

Biofilmes são camadas múltiplas de bactérias em associação (sendo que pode haver ainda 

associação com outros microrganismos), que se formam em diferentes tipos de superficie, 

tipicamente, envoltas por uma matriz extracelular. Biofilmes são, também, comunidades 

bacterianas aderidas a superficies vivas (Costerton et ai., 1987; Costerton et ai., 1994). 

Entretanto, a definição de biofilme tem evoluído ao longo das três últimas décadas e uma 

definição mais recente de biofilme, a de Donlan & Costerton (2002), contempla atributos 

fisiológicos peculiares que são adquiridos por organismos que formam biofilme. Segundo 

essa definição, biofilme é uma comunidade séssil de microrganismos caracterizada por 

células que estão irreversivelmente aderidas a um substrato, ou interface, ou umas as outras, 

e que produzem uma matriz extracelular de substãncias poliméricas, na qual ficam 

embebidas, apresentando fenótipo alterado em relação à resistência, taxa de crescimento e 

transcrição gênica. O desenvolvimento do biofilme é um processo multifatorial, onde as 

bactérias livres, denominadas planctônicas, estão dispersas no meio e através de sua 

capacidade de motilidade, começam a se agrupar, através de estruturas que conferem 

adesividade a esses organismos, tais como adesinas fimbriais ou proteínas de membrana 

externa, tomando-se imobilizadas na superficie. Inicia-se a formação de microcolônias, 

geralmente facilitada pela presença de flagelos e, em seguida, a bactéria move-se ao longo 

da superficie e associa-se a outras. Finalmente, uma estrutura tridimensional é formada, 
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com a participação de polissacarídeos extracelulares e do Iipopolissacarídio da parede. Esta 

estrutura é composta por pilares de bactéria embebidos em canais de água que permitem a 

entrada de nutrientes e excreção de metabólitos para o meio (Costerton et ai., 1995; 

Watnick & Kolter, 1999). Os biofilmes, além de representarem mecanismos de 

colonização, conferem resistência à ação de alguns antimicrobianos (Stewart & Costerton, 

2001). 

Outra vantagem oferecida pela estrutura do biofilme às bactérias que o compõem, 

devido à proximidade entre as mesmas, é a habilidade de adquirir elementos genéticos 

móveis, transmissíveis, como plasmídios e ilhas de patogenicidade, a taxas elevadas. Essa 

propriedade é de particular interesse para a indústria avícola dado que, em APECs, a 

virulência e a resistência a antimicrobicidas podem ser mediadas por plasmídios 

conjugativos (Fantinatti et ai., 1994; Dozois et ai., 2000; Ginns et ai., 2000; Rodriguez­

Siek et ai., 2005) e ilhas de patogenicidade (Kariyawasam et ai., 2006a; Kariyawasarn et 

ai., 2006b ). Muitos autores afirmam que Escherichia co/i de origem aviária pode ser 

transmitida a seres humanos, podendo causar infecção extra-intestinal, ou atuar como fonte 

de genes de virulência e resistência para bactérias patogênicas humanas (Levy et a./, 1976; 

Caudry & Stanisich 1979; Skyberg et ai., 2006). Portanto, a formação de biofilme pode 

favorecer a transferência gênica horizontal (Dobrindt et ai., 2004), aumentando a 

patogenicidade e a resistência de APEC e causando problemas para a saúde pública e 

animal. 

Além disso, bactérias residentes de biofilmes possuem maior resistência à limpeza e 

processos de sanitarização (Davey & O'Toole, 2000). Essa peculiaridade é de grande 

importância para a produção e processamento de aves, onde são empregadas superfícies 

plásticas, nas quais há desenvolvimento de biofilme. No ambiente de produção de aves, são 

empregados extensos sistemas de distribuição de água constituídos por plásticos, os quais 

podem contribuir para a transmissão de muitos patógenos de aves, incluindo E. co/i (do 

Amaral, 2004 ). Estruturas de plástico, material que permite adesão bacteriana e formação 

de biofilme, também são usados na indústria alimentícia para a construção de tanques e 

condutos. Estudos que contribuam para a melhor compreensão da formação de biofilme por 

linhagens APEC são, portanto, de extrema importância. Contudo, há apenas um estudo 
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(Skyberg et a/.,2007) que investiga a formação de biofilmes em um grande número de 

amostras de E. co/i aviárias, o que evidencia a carência de trabalhos na área. 

O fenômeno de "quorum sensing" poder estar associado à formação de biofilme. 

Esse fenômeno consiste na coordenação da expressão gênica em resposta à densidade da 

população celular através da comunicação entre as células por meio de moléculas 

sintetizadas e secretadas pelas próprias células bacterianas (Fuqua et a/., 1994). "Quorum 

sensing" foi, inicialmente, descrito em Vibrio fischeri na regulação da bioluminescência 

(Nealson et a/., 1970). Apesar desse fenômeno também estar presente em Escherichia co/i 

(Wang et a/., 1991), sua participação na formação de biofilme em linhagens aviárias 

(APEC) não foi estabelecida. 
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2. Objetivo 

O objetivo deste estudo foi caracterizar linhagens de Escherichia co/i de origem 

aviária representantes de 4 grupos, sendo um grupo de linhagens comensais (AFEC) e três 

grupos de linhagens patogênicas, causadoras de três síndromes diferentes em seu 

hospedeiro (septicemia, síndrome da cabeça inchada e onfalite ), a fim de compreender a 

relação entre as diferentes linhagens. 

A partir disto, procurou-se inferir a estrutura populacional do grupo. Para tanto, 

nesse estudo, investigamos a possibilidade de APEC não constituir um grupo homogêneo, 

sendo constituído por diferentes subgrupos internos (ou possíveis patótipos ), estruturados 

de acordo com as doenças causadas pelas linhagens. Assim, para verificar se as linhagens 

causadoras de uma doença específica constituem um grupo diferente daquele constituído 

por linhagens causadoras de outra doença, estudamos linhagens AFEC e linhagens APEC 

associadas com as diferentes condições patológicas - septicemia, onfalite e síndrome da 

cabeça inchada- com o intuito de verificar se há diferenças, fenotípicas e genotípicas, entre 

estes grupos. 

Para a caracterização das linhagens de E. co/i aviárias, as características biológicas 

estudadas foram: adesão em células eucarióticas, formação de biofilme, produção de 

molécula sinalizadora de quorum sensing, presença de genes de Ilhas de Patogenicidade, 

dose de patogenicidade (LD50), grupo filogenético e presença de genes de virulência 
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3. Material e Métodos 

3 .I. Linhagens Bacterianas 

Neste estudo foram utilizadas 49 linhagens de Escherichia co/i isoladas de frangos 

comerciais adultos de diferentes regiões do Brasil, apresentando sinais clínicos de doenças. 

Destas, 24 linhagens (SI-S24) foram isoladas do fígado, sacos aéreos e pulmões de aves 

com sinais clínicos de septicemia (S); 14 linhagens (SHSI-SHS4; SHS6-SHS15) foram 

isoladas do tecido infra-orbital de aves com sinais clínicos de síndrome da cabeça inchada 

(SHS); e 11 linhagens (01-0ll) foram isoladas do saco da gema de aves com I dia de 

idade apresentando sinais clínicos de onfalite (0). Adicionalmente, foram utilizadas 30 

linhagens isoladas da cloaca de aves sem sinais clínicos de doenças infecciosas causadas 

por E. co/i (N; NI-N30), denominadas comensais ou Escherichia coli de fezes de aves, 

AFEC (da sigla em inglês para ''Avian Fecal Escherichia coli"). Todas as linhagens 

pertencem ao Laboratório de Biologia Molecular Bacteriana do Departamento de 

Microbiologia e Imunologia da Universidade Estadual de Campinas (DMI, Unicamp). 

Todas as linhagens bacterianas empregadas neste estudo foram preservadas a - 80°C em 

meio LB com adição da solução de "Hogness" (50% concentração final). 

As linhagens bacterianas utilizadas como padrões para os testes foram: 

Amostra 042: A amostra protótipo de Escherichia coli enteroagregativa (EAEC) 

042-sorotipo 044:HI8 (Nataro & Kaper, 1998) foi empregada como referencial para alta 

capacidade de formação de biofilme nos ensaios de formação de biofilme, em testes com 

cristal violeta para verificar adesão a placas de poliestireno. 

Amostra DH5a: A amostra DH5a (Bethesda Research Laboratories, 1986), é uma 

amostra comercial derivada da amostra DH5 descrita por Hanahan (1985). Foi empregada 

como referencial para baixa capacidade de formação de biofilme nos ensaios de formação 

de biofilme, em testes com cristal violeta para verificar adesão a placas de poliestireno. 

Amostra E23: A amostra TEVS 232 (Sperandio et ai. 1999), denominada neste 

trabalho como E23, foi utilizada como amostra repórter para a atividade da enzima ~­

galactosidase. Esta amostra contém a fusão LEEI : : JaeZ. Na presença de molécula auto-
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indutora de quorum sensing, o operon LEE é ativado e então a enzima ~-galactosidase é 

produzida. Esta amostra foi utilizada nos ensaios de quorum sensing. 

3.2. Solucões. meios de cultura e condicões de cultivo 

3.2.1. Meio Luria Bertani (LB) (Miller, 1972). 

Triptona- I O,OOg 

NaCl- I O,OOg 

Extrato de levedura- 5,00g 

Água deionizada q.s.p.- IOOO,OOml 

Após o preparo, o meio de cultura foi aquecido em autoclave a 12!,6°C durante 20 

minutos, para esterilização. 

3.2.2. Solução de Hogness (Sambrooketal., 1989) 

K2HP04- 6,30g 

Na3C6Hsü.2H20- 0,45g 

MgS04. 7H20- 0,09g 

(Nf4)S04- 0,90g 

KH2P04- 1,80g 

Glicerol- 44,00ml 

Água deionizada q.s.p.- IOOml 

Após o preparo, a solução foi esterilizada sob vapor fluente, durante 40 minutos. 

500~ de solução Hogness foram adicionados a 500fd da suspensão de cada linhagem 

bacteriana, previamente cultivada em LB (37°C por 18 horas), para a realização de 

estoques, que foram mantidos a -80°C. 
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3.2.3. Solução de EDTA 0,5MpH 8,0 (Sambrook et ai., 1989) 

86, I Og de EDT A dihidratado foram misturados em 800mL de água deionizada. Sob 

agitação vigorosa, o pH foi ajustado para 8,0 com a adição de uma solução de ION de 

NaOH. Após o ajuste do pH, água deionizada foi adicionada á solução até que essa 

atingisse o volume final de IOOOmL. A solução foi distribuída em alíquotas de 20mL e 

autoclavada a 121 ,6°C, durante 20 minutos. Após resfriamento, as alíquotas foram 

mantidas a -20°C 

3.2.4. Tampão Tris-Borato-EDTA 5X (TEB) (Sambrook et a/., 1989) 

Tris-base- 54.0g 

Ácido bórico- 27,50g 

EDTA O,SM pH 8,0-20,00 ml 

Água deionizada q.s.p.- IOOOml 

Após o preparo, o tampão foi mantido à temperatura de 4°C. Para a realização de 

gel de agarose e eletroforese, o tampão TEB foi utilizado à concentração de I X. 

3.2.5. Gel de agarose (Sambrook et al., 1989) 

Para o preparo do gel de eletroforese, a agarose foi dissolvida em tampão TEB IX, 

em fomo de microondas, resfriada e colocada em cuba de eletroforese horizontal. Os géis 

utilizados nesse estudo apresentaram concentração de 0,8% a I ,5% de agarose. 

3.2.6. Solução de brometo de etídeo (0,5/lg/mL) (Sambrook et al., 1989) 

Solução de brometo de etídeo I% 0,05mL 

Água deionizada q.s.p. I OO,OOmL 

13 



Após o preparo, a solução foi armazenada a 4 o c em ambiente isento escuro, até o 

momento do uso. 

3.2. 7. Condições de cultivo 

Meio ágar MacConkey foi utilizado para o isolamento pnmárw. Para testes de 

rotina, foram empregados os meios LB e LA (Sambrook et ai., 1989) Todos os cultivos 

foram realizados a 3 7°C. 

3.3. Extracão de DNA 

A extração de DNA foi realizada com o "Wizard Genomic DNA Purification Kit" 

(Promega, EUA), de acordo com as instruções do fabricante. 

3.4. Reacão em Cadeia da Polimerase CPCRl 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) foi utilizada para determinação dos grupos 

filogenéticos, para detecção dos genes de virulência, e para detecção dos genes associados a 

ilhas de patogenicidade, conforme descrito nos itens 3.6, 3.7 e 3.8, respectivamente. 

A reação foi realizada em microtubos, em um volume final de SOJ.!l, contendo uma 

suspensão de 2011g de DNA extraído conforme descrito no item "extração de DNA", 

20pmol de cada iniciador do gene específico (tabela I), IOmM de DNTPs (invitrogen), 

SJ.!L do tampão de reação Sx concentrado (Invitrogen) e duas unidades da enzima Taq DNA 

polimerase (Invitrogen) e água deionizada esterilizada em quantidade suficiente para 

completar SOJ.!l. As reações de PCR foram realizadas em termociclador. Para cada reação 

foram realizados 30 ciclos de amplificação, cada ciclo consistindo em I min à temperatura 

de 94 oc, I min. à temperatura de anelamento específica para cada par de iniciadores 

(conforme consta na tabela I) e 2 min. a 72°C. 

Uma alíquota de SJ.!L do produto das reações foi submetida à eletroforese em gel de 

agarose a I%, com tampão TEB. Após a eletroforese, o gel foi impregnado com solução de 
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brometo de etídeo e visua!izado em transluminador com luz ultravioleta (Sambrook et a/., 

1989). 

3.5. Iniciadores 

Os iniciadores utilizados na determinação dos grupos fi1ogenéticos (A, B1, B2, D), 

detecção de genes de virulência e detecção de genes associados a ilhas de patogenicidade, 

bem como suas respectivas temperaturas de anelamento e referências de onde suas 

seqüências foram retiradas estão relacionados na tabela I. 
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Tabela 1. Iniciadores utilizados nos ensaios de PCR, com suas respectivas descrições, temperatura de 
anelamento, tamanho dos fragmentos amplificados e referências de onde as seqüências foram extraídas. 

Gene Descrição Anelamento Fragmento Referência ('C) (bp) 

chuA Protelna de transporte heme 55 279 Clermont et a/.,2000 

yja Gene de função desconhecida 55 211 Clermont et a/.,2000 

TspE4.C2 Fragmento anônimo de DNA 55 152 Clermont et a/.,2000 

iucA Aerobactina sintetase 55 1100 Okeke et al., 2004 

irp-2 
Gene "ferro reprimido" 

59 287 Schubert et al., 1998 
assoiado a yersiniabactina 

fepC 
Enterobactina de transporte de 

55 347 Ye&Xu, 2001 
ferro ATP-ligada 

sitA Transporte de ferro 59 608 Runyen-Janeck et al., 2003 

fYuA Y ersiniabactina 63 787 Schubert et al., 1998 

fi mA 
Subunidade estrutural da 

50 331 Marc & Dho-Moulin, 1996 
fímbria tipo I 

papA Proteína estrutural da fímbria P 65 328 Le Bouguenec et al., 1992 

cri 
Gene regulatório da fímbria 

54 250 Maurer et al., 1998 11 Curli" 

csgA 
Proteína estrutural da fímbria 

55 200 Maurer et al., 1998 ncurli" 
tsh Hemaglutinina termo-sensível 61 420 Maurer et al., 1998 

lpfa0141 FímbriaLPF 55 412 Szalo et al., 2002 

lpfA0154 Fímbria LPF 55 525 Toma et al., 2004 

ih a Proteína de adesão 55 602 Schmidt et al., 2000 

.fYu 
Y ersiniabactina 

61 880 Solo et al., 2006 
(PAI rv UPEC-536) 

ire A 
Elemento responsivo a ferro 

57 1162 Kariyawasam et al., 2006a 
(PAI IAPEC-OI) 

tia 
Proteína de membrana externa 

58 507 Kariyawasam et al., 2006a 
- adesão/invasão (PAI IAPEc-m) 

papA 
Proteína estrutural da fímbria P 

60 720 Kariyawasam et al., 2006a 
(PAI IAPEC-01) 

papGII 
Proteína estrutural da fímbria P 

61 190 Kariyawasam et al., 2006a 
(PAI IAPEC-01) 

PAI 
Fragmento de DNA 

60 930 Kariyawasam et al., 2006a 
{PAI IAPEC-or} 
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3.6. Grupos Filogenéticos 

Os grupos filogenéticos (A, B I, B2 e D) de E. co/i foram determinados utilizando-se 

a técnica de "multiplex" PCR descrita por Clermont et a/. (2000). Essa técnica baseia-se na 

detecção e combinação de três genes - chuA (gene de transporte hem e), yja (gene de 

fimção desconhecida de E. co/i Kl2) e Tsp.E4C2 (fragmento de DNA de E. co/i entero­

hemorrágica, EHEC) - para determinar a qual grupo filogenético a amostra pertence. 

Assim, de acordo com os genes detectados em dada amostra, ela será considerada 

pertencente ao grupo filogenético: A, quando chuK/Tsp.E4CT; B I, quando chuA-1 

Tsp.E4C2+; B2, quando chuA+I yja+; e D, quando chuA+I yja-. A figura I ilustra a árvore de 

decisão. A "multiplex" PCR foi realizada adicionando-se os 3 pares de iniciadores (um par 

para cada um dos três genes, chuA, yja e Tsp.E4C2) ao mesmo tubo de reação. As 

condições da reação, bem como a visualização do produto, estão descritas no item "PCR". 

I diUA 

/ 
e 

Fig 1. Árvore de decisão dicotomizada para determinação do grupo filogenético de linhagens E. co/i com base 

no resultado da amplificação por PCR dos genes chuA e yja e do fragmento de DNA Tsp.E4C2. Extraído de 

Clerrnont et a/. 2000. 

UNIC.AMl' 
BIBLIOTECr\ C't~:·;: :: L 

CBSAR Lxrc~·...:, 

DESENYOLVlMijNlO l.)f COLE(.:Áo 

17 



3.7. Genes de Virulência 

Genes associados à virulência de APEC (e de E. co li patogênicas para humanos, 

além de Salmonella sp. e Yersinia enterocolitica) foram detectados a partir da reação em 

cadeia de PCR. Para isso, foi realizada a detecção de genes associados à expressão das 

seguintes estruturas que conferem capacidade de adesão e colonização de linhagens APEC: 

fimbrias tipo I (jimA), P (papA) e "curli" (cri, csgA); de genes associados à adesão de 

linhagens STEC (Shiga-tonxin E. co/i): JpfA01570141 , IpfAoJ470J54, iha. 

Complementarmente, foram detectados genes de captação de ferro de E. co/i (iucA,fepC), 

Salmonella entérica (sitA), e de Y. enterocolitica (/YuA, irp-2). As informações sobre os 

iniciadores estão na tabela I. A reação e a identificação de seu produto foram realizadas 

conforme descrito no item 3.4. 

3.8. Ilhas de Patogenicidade 

A presença de ilhas de patogenicidade para todas as amostras foi verificada 

indiretamente, através de PCR de genes descritos no interior destas ilhas. F oram verificadas 

uma ilha de APEC, denominada PAI IAPEC-OJ (Kariyawasam et al., 2006a), através dos 

genes tia, ire A, papA, papG e do fragmento PAI presente nessa ilha; e uma ilha de UPEC, 

denominada PAI JV UPEC-S36 através do gene fyuA (Soto et al., 2006). Os iniciadores 

utilizados estão relacionados na tabela I. As condições da reação, bem como a identificação 

do produto estão descritas no item 3.4. 

3.9. Teste de Patogenicidade: Dose Letal 50% (LD5Q) 

Os valores de dose letal 50% das linhagens APEC e AFEC analisados nesse estudo 

foram determinados em ensaios previamente realizados por Silveira et al. (2002a), 

conforme metodologia descrita por Silveira et al. (1994). Resumidamente, volumes de 0,5 

mL de diluições l/lO das linhagens, previamente cultivadas em LB a 37"C sob agitação por 

4 horas, foram injetadas subcutaneamente na região do pescoço de pintos com um dia de 

idade. Os pintos foram organizados em grupos com 6 indivíduos. Simultaneamente, as 
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diluições foram cultivadas em meio LA para determinação do número de unidades 

formadoras de colônias (UFCs). Os grupos controles o os grupos infectados foram 

observados durante 7 dias e as DL50 foram calculadas como descrito por Reed & Muech 

(1938). 

3.10. Ensaio de formacão de biofilme 

Para verificar a capacidade de formação de biofilme foi realizado o teste 

colorimétrico de cristal violeta em placas de poliestireno, com período de 24 horas de 

incubação, conforme descrito por Skyberg et al. (2007), com modificações. O teste consiste 

na quantificação indireta da massa de células irreversivelmente aderida à superfície abiótica 

após o período de incubação. 

As amostras APEC foram incubadas por 16 horas em meio LB; uma alíquota de 10 

f!L de cada inóculo bacteriano foi adicionada a urna cavidade de uma placa de poliestireno 

de 24 cavidades, cada qual contendo I 000 f!L de meio LB, de forma que o caldo bacteriano 

sofreu uma diluição de 1:100. O teste foi realizado em triplicata para cada uma das 

amostras. As placas foram incubadas por 24 horas sem agitação a 3 7oc. Após esse período, 

o sobrenadante foi descartado e as placas foram lavadas 4 vezes com PBS pH 7,2, a fim de 

retirar as células bacterianas não aderidas à superfície de poliestireno. As células 

bacterianas foram, então, fixadas com etano] 75% por I O minutos; após secagem do fixador 

em contato com o ar por aproximadamente 60 min., as bactérias foram coradas com solução 

de cristal violeta I ,0% por 5 minutos. O excesso de corante foi retirado por três lavagens 

sucessivas das placas com água esterilizada. A seguir, adicionaram-se 200 f!L de etano] 

95% em cada cavidade, deixando-o solubilizar o corante por 2 minutos à temperatura 

ambiente. Um volume de 150 f!L da eluição foi transferido para urna placa de 

microtitulação de 96 cavidades e a densidade óptica medida a 595llm. Como controle 

positivo, foi utilizada urna linhagem de E. coli humana entero-agrativa com alta capacidade 

de formação de biofilme (amostra 042), e como controle negativo foi utilizada a linhagem 

DH5a, com baixa capacidade de formação de biofilme. Ambas as amostras-controle foram 

também testadas em triplicata, em cada placa. 
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3 .li. Producão de molécula auto-indutora de Quorum sensimr 

As amostras APEC foram incubadas por 16 horas em meio LB a 37°C, sem 

agitação. As células bacterianas foram precipitadas por centrifugação a 10000 rpm por dois 

minutos e uma alíquota de 5 mL do meio livre de células foi retirada. Este meio foi 

denominado pré-condicionado, por conter moléculas sintetizadas pelas células bacterianas 

(dentre as quais, possíveis moléculas auto-indutoras de quorum sensing). Uma alíquota de 

50 f! L da amostra repórter TEVS232 (E23) contendo a fusão LEEI : : JaeZ (Sperandio et al. 

1999), foi, então, inoculada em 5 mL de cada um dos meios pré-condicionados e a 

suspensão incubada a 37°C, com agitação de 250 rpm até a atingir D0600 < 0,2. 

Os caldos contendo a amostra repórter foram mantidos em gelo por 20 minutos e, 

em seguida, 100 f!L deste caldo foi transferido para um tubo contendo 900 f!L de tampão Z 

(Na2HP04. ?H20 0,06M I NaH2P04. H20 0,04M I KC! O,OlM I MgS04. ?H20 O,OOlM I 

~ mercaptoetanol 0,05M pH 7,0). Para ruptura das células foi, então, adicionada uma gota 

de SDS 10% e duas gotas de clorofórmio. Após a homogeneização e ruptura celular 

(aproximadamente 5 minutos), adicionou-se uma solução contendo 200 flL de ONPG 

(Orto-Nitro-Fenil-13-galactopronosideo) 4mg/mL e tampão fosfato 0,1 M, mantendo-se os 

tubos à temperatura ambiente. A reação foi monitorada até o aparecimento da coloração 

amarela, oriunda do produto da atividade da enzima ~-galactosidase sobre o substrato 

ONPG. A reação foi interrompida com adição de 500 flL de Na2CO, IM. A seguir, 1 mL da 

solução foi, então, transferida para microtubos, e os mesmos centrifugados por 5 minutos, a 

12000rpm, a 4 o c e a D0420 foi verificada. A Atividade da enzima ~ - betagalactosidase foi 

determinada por unidades de Miller (Miller, 1972), calculadas pela fórmula: 

Miller Units = (1000 x OD420)1(TxVxOD600), onde: 

T = tempo de reação em minutos; 

V= volume inicial da cultura (100 f!L para todos os ensaios realizados) 

Por se tratar de um teste dispendioso e por ter como objetivo apenas verificar a 

presença de molécula auto-indutora em amostras APEC, este teste não foi realizado com 

toda a coleção de amostras, mas apenas com quatro amostras septicêmicas (S2, S7, S362 e 

S389), duas amostras de síndrome da cabeça inchada (SCI3 e SCI9), duas amostras de 

onfalite (01 e 08) e duas amostras comensais, AFEC (N3 e NlO). Como controle positivo, 

20 



foi utilizada a amostra E23 (identificada por E2348(2)) e como controle negativo, a amostra 

DH5a. Complementarmente, como controle negàtivo, foi utilizada uma alíquota de meio 

LB não pré-condicionado por crescimento bacteriano. 

3.12. Teste de adesão em células HeLa e Hep-2 

O teste de adesão foi realizado segundo a metodologia descrita por Scaletsky et al. 

(1984), com algumas alterações. As amostras bacterianas foram testadas em presença e 

ausência de D-manose, em células HeLa (carcinoma de útero humano) e Hep-2 (carcinoma 

de laringe humana). As moléculas de manose ocupam os sítios de ligação da fimbria tipo I, 

saturando-os. Portanto, o teste de adesão na presença de manose tem por objetivo verificar 

se há uma fimbria não tipo I envolvida na adesão. Células HeLa e HEp-2 foram 

descongeladas em banho de água a 37°C e transferidas para uma garrafa de cultura de 

células contendo Meio Mínimo Essencial de Eagle Modificado (MEM/Cultilab ), 

suplementado com I 0% de soro fetal bovino (SFB/Cultilab) e I% de solução de 

antibióticos contendo penicilina (1000 U/mL; Sigma) e estreptomicina (250 J.tg/mL; 

Sigma). Os frascos de cultura foram incubados em atmosfera de 5% de C02 a 37°C por 48 

horas até a formação da monocamada celular. Após este período o meio de cultura foi 

descartado sendo adicionado à cultura celular uma solução de AVT (Associação Tripsina 

Versene/Cultilab) para descolamento da monocamada. As células foram ressuspendidas no 

meio MEM acrescido de 10% de SFB e I % de antibióticos, para um número estimado de 

2,5 x 105 células/mL. A suspensão de células foi distribuída em microplacas de 24 

cavidades, em volume de lmL por cavidade. As microplacas foram incubadas a 37°C, em 

atmosfera de 5% de C02 por 24 horas, até formação de monocamadas celulares. 

Cada linhagem bacteriana testada foi incubada por 16 horas em meio LB. Em 

seguida, I 00 J.!L desse caldo bacteriano foram transferidos a um orificio da placa plástica de 

24 poços, contendo a monocamada de células HeLa, ou Hep-2, sobre lamínulas de vidro 

previamente preparados. Além do caldo, foram acrescentados lmL de meio D-MEM novo 

e 0,5 mL de soro fetal bovino. Para os testes com D-manose, a metodologia foi a mesma, 

com a diferença de que se adicionou, nessa etapa, 0,1 mL de manose 10%. As placas foram 

incubadas a 37°C por 30 min, para que houvesse adesão bacteriana às células eucarióticas. 
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Após tal período, o meio foi descartado e as placas lavadas 3 vezes com PBS. Foi 

acrescentado I mL de meio D-MEM novamente, além das mesmas quantidades dos demais 

produtos. Nova incubação a 37oc foi realizada, dessa vez por 3 horas. Após tal período, 

foram realizadas 6 lavagens com PBS para cada placa, seguidas de fixação com metano! e 

coloração com May-Grünwald e Giemsa. A visualização foi realizada em microscópio 

óptico, com objetiva de imersão. 

3.13. Teste de Adesão em Células Epiteliais de Traquéia 

A adesão a células epiteliais de traquéia foi determinada conforme descrito por Dho­

Moulin e Lafont (1982). 

3.14. Análise Estatística 

V árias testes estatísticos foram realizadas com o objetivo de estudar a estrutura 

populacional das diferentes linhagens sob análise. 

Assim, os dados foram inicialmente organizados em uma matriz binária indicando a 

presença ou ausência dos traços testados, genotípicos e fenotípicos, considerados como 24 

variáveis: 13 genes associados à patogenicidade (jimA, papA, cri, csgA, tsh, lpfaO 141, 

lpfA0154, iha,fYuA, irp-2, iucA,fepC, sitA; e li categorias associadas a características 

fenotípicas relacionadas com patogenicidade - capacidade de adesão à traquéia na presença 

de manose (Traq CM), capacidade de adesão à traquéia na ausência de manose (Traq SM), 

capacidade de adesão a células HeLa na presença de manose (HeLaCM), capacidade de 

adesão a células HeLa na ausência de manose (HeLaSM), capacidade de adesão a células 

Hep-2 na presença de manose (Hep-2CM), capacidade de adesão a células Hep-2 na 

ausência de manose (Hep-2SM), grupo filogenético (levando-se em conta que estes grupos 

são determinados por presença ou ausência de genes específicos detectados através de PCR 

e uma vez que optou-se por uma abordagem fenotípica neste caso, os grupos B2 e D foram 

considerados uma única categoria, denominada B2+D, uma vez que concentram a maior 

parte das linhagens extra-intestinais patogênicas pertencem a um destes grupos; e os grupos 

A e Bl foram considerados outra categoria, denominada A+Bl, uma vez que concentram a 
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maioria das linhagens extra-intestinais não patogênicas), dose letal (três categorias: 

DLso>10
10

, 109 > DL5o< 107 e 106 > DLso< 105
). Os testes estatísticos realizados estão 

descritos abaixo. 

3.14.1. Análise de Correspondência (CA) 

Com os dados da Matriz Binária foi construída uma tabela de freqüências para uso 

na Análise de Correspondência (CA) a fim de determinar a relação entre as amostras, isto é, 

para visualizar a estrutura da população de amostras, caso existisse alguma. A CA foi 

realizada com a tabela de freqüências para presença ou ausência dos genes e traços 

fenotípicos dentro de cada grupo: N, S, H, O. 

3.14.2. Teste G 

As freqüências destes traços foram comparadas entre os quatro grupos utilizando-se 

o teste G (Sokal & Rohf, 1994), a fim de verificar se há diferença estatística na distribuição 

das características entre os grupos. 

3.14.3. Análise de Componente Principal (PCA) 

Outro teste, o modelo de Análise de Componente Principal foi construído 

utilizando-se as 24 variáveis para determinar a melhor separação entre os grupos. Este 

modelo foi construído duas vezes, a primeira incluindo todos os isolados (N, S, H e O) e a 

segunda, retirando-se os isolados S. As razões para isso estão explicadas em "resultados", 

no item 4.9.5. 

3.14.4. Algoritmo "K-means" 

O algoritmo "K-means" foi utilizado, em uma análise separada, para verificar o 

agrupamento das 79 linhagens de acordo com os 24 traços analisados. O algoritmo não 

indica o número de grupos que otimiza a distribuição, sendo necessário indicar quantos 
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grupos se deseja formar. O algoritmo foi realizado para 2, 3 e 4 grupos, já que trabalhamos 

com 4 grupos de linhagens classificadas quanto à doença da qual foram isoladas, logo não 

faria sentido tentar formar mais grupos do que isso; e se trabalhássemos com apenas um 

grupo, o algoritmo alocaria todas as linhagens nesse único grupo. 

3.14.5. Análise de Função Discriminante (DA) 

Uma Análise de Função Discriminante (DA) foi realizada, utilizando todas as 

variáveis, para verificar quais variáveis são discriminantes entre os grupos N, S, H e O; 

entre os grupos l, 2 e 3 obtidos pelo algoritmo "K-means"; entre os três níveis de 

patogenicidade (baixo, intermediário e alto) obtidos pelos experimentos de LD50 (neste 

caso, essas três variáveis- DL50>10 10
; 109 > DL50< 107

; e 106 > DL50< 105
- não foram 

incluídas na construção do modelo); e entre o grupo formado por todas as linhagens APEC 

e as linhagens AFEC. Todas as análises estatísticas foram realizadas no software 

STATISCA 6.0 (Statsoft). 

3.15. Rede Complexa 

Há muitos métodos para identificação de grupos, como agrupamento hierárquico ou 

análise de componente principal. Entretanto, uma abordagem baseada em rede acoplada a 

um algoritmo de identificação de módulo fornece uma única solução com limites bem 

definidos separando módulos (Guimerà et ai. 2007). Nesta rede há dois conjuntos de 

nódulos (representados por formas geométricas), um conjunto representando cada traço 

analisado e outro conjunto representando as linhagens. Uma ligação (representada por 

traço) entre elementos destes dois tipos de nódulos indica a ocorrência de um dado traço em 

uma dada linhagem. 

Foi utilizado um algoritmo identificador de módulo que consiste em encontrar 

partição da rede em grupos os quais maximizam a função de modularidade (Girvan and 

Newman, 2002). Esta função indica a diferença entre a fração de ligações dentro de cada 

módulo e a fração de ligações esperadas dentro de cada módulo por acaso (Guimerà et al. 

2007). O algoritmo utiliza o método de simulação de andamento (SA), uma técnica de 
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otimização estocástica que indica o menor número de partições a portanto a configuração 

ótima (Guimerà and Amaral 2005). A SA também permite verificar a significância do grau 

de modularidade por comparà-lo com aquele de redes aleatórias de tamanho similar. Assim, 

realizamos a análise SA de 100 redes aleatórias para examinar se a rede empírica era mais 

modular que as aleatórias. 
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4. Resultados 

4.1. Grupos Fi1ogenéticos 

A determinação dos grupos fílogenéticos de E. co/i por PCR indicou que 62% das 

linhagens foram classificadas como pertencentes ao grupo filogenético A, enquanto 21% 

foram classificadas no grupo D, 7,6% no Bl e 3,8% no B2. 

Considerando-se apenas as linhagens consideradas patogênicas, 50% foram 

classificadas como pertencentes ao grupo A, 43% ao D, 4% ao B1 e 4% ao B2. Dentre as 

comensais, 83% das linhagens foram classificadas como pertencentes ao grupo A, 13% ao 

B I e 3% ao B2. Nenhuma das linhagens comensais foi classificada como pertencente ao 

grupo D. Na tabela 2 estão expostos os resultados para cada grupo específico dentro das 

linhagens patogênicas (septicemia, síndrome da cabeça inchada e onfalite), além dos 

resultados para o grupo das comensais, ou AFEC (N). 

Tabela 2. Número de linhagens de E. co/i de origem aviária alocadas dentro de cada grupo filogenético (A, 
D, B 1 e B2). N = linhagens isoladas da região cloacal de aves sem sinais clínicos de doença, denominadas 
comensais, ou AFECta; S = linhagens isoladas de aves com septicemia; H = linhagens isoladas de aves com 
sinais clínicos de síndrome da cabeça inchada; O =linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de onfalite. 
Os números entre parênteses correspondem às porcentagens. 

Grupos Filogenéticos (%) 

Grupos A D 81 82 

N 25 (83,3) O (O) 4 (13,3) 1 (3,3) 

s 11 (45,8) 11 (45,8) 2 (8,3) O (O) 

H 3 (21 ,4) 9 (64,3) O (O) 2 (14,3) 

o 8 (72 ,7) 2 (18,2) 1 (9,1) O (O) 

Como exposto no item 3.14, para as análises estatísticas, as 4 categorias (A, B1, B2 

e D) foram reduzidas a apenas duas: P, que inclui os grupos B2 e D, e NP, que inclui os 

grupos A e B I. O objetivo dessa reorganização dos dados é considerar as variáveis como 

características fenotípicas relacionadas à patogenicidade; e não a combinayão dos três 

genes (item 3.6) que determinam o grupo ao qual dada linhagem pertence. Os resultados 

apresentados na forma de duas categorias estão expostos na tabela 3. 
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Dentre as amostras comensais, 29 (97%) foram classificadas como não patogênicas 

e apenas uma como patogênica. Dentre as patogênicas, 24 ( 49%) foram classificadas como 

patogênicas e 25 (51%) como não patogênicas. Entretanto, esses valores variam dentro de 

cada grupo, como pode ser observado na tabela 3. 

Tabela 3. Número de linhagens de E. co/i de origem aviária alocadas dentro do grupo considerado patogênico 
(B2+D) e do grupo considerado não patogênico (A+Bl). N ~linhagens isoladas da região cloaca! de aves sem 
sinais clínicos de doença, denominadas comensais; S = linhagens isoladas de aves com septicemia; H = 
linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de síndrome da cabeça inchada; O =linhagens isoladas de aves 
com sinais clínicos de onfalite. Os números entre parênteses correspondem às porcentagens. 

Grupo Filogenético (%) 

Grupo P (B2 + D) NP (A+ B1) 

N 1 (3,3) 29 (96,7) 

s 11 (45,8) 13 (54,2) 

H 11 (78,6) 3 (21.4) 

o 2 (18,2) 9 (81 ,8) 

4.2 Genes de Virulência 

A detecção dos genes de virulência indicou que, dentre aqueles de adesinas, papA e 

csgA não foram encontrados em amostras comensais (N). Os genes papA, tsh e IpfaO 14 I 

não foram detec1ados em amostras de onfalite (0). Os genes Ipfa014I e iha não foram 

detectados em amostras de síndrome da cabeça inchada (H). Todos os genes de adesinas 

foram detec1ados nas amostras de septicemia (S). Quanto aos genes de cap1ação de ferro, 

todos os genes foram encontrados nos 4 grupos (N, S, H e 0), exceto o gene iucA, que não 

foi identificado nas amostras de onfalite (0). 

Dentre as amostras comensais, em 13 não foi detectado nenhum dos genes de 

adesina estudados e em 16 amostras não foi detectado nenhum dos genes de captação de 

ferro estudados. No total, 6 amostras comensais não apresentaram nenhum dos genes 

estudados. Todas as amostras septicêmicas (S) apresen1aram ao menos um gene de adesina 

estudado, mas 9 não apresen1aram nenhum dos genes de cap1ação de ferro estudados. Todas 

as amostras de síndrome da cabeça inchada apresentaram ao menos um gene de adesina e 

captação de ferro, de forma que não houve nenhuma amostra H que não apresentou nenhum 
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gene. Em relação às amostras de onfalite (0), uma não apresentou nenhum dos genes de 

adesina estudados e 4 não apresentaram nenhum dos genes de captação de ferro estudados. 

As tabelas 4 e 5 indicam o número de amostras (e a porcentagem), dentro de cada 

um dos grupos N, S, H e O que apresentaram os genes estudados. As figuras 2, 3 e 4 

indicam quantos genes de virulência as amostras de cada grupo apresentaram. Estes 

resultados são apresentados em porcentagem. 

Tabela 4. Número de linhagens de E. co/i de origem aviária que apresentaram resultado positivo para os 
genes de adesina.s detectados por PCR. N =linhagens isoladas da região cloaca! de aves sem sinais clínicos de 
doença, denominadas comensais; S = linhagens isoladas de aves com septicemia; H = linhagens isoladas de 
aves com sinais clínicos de síndrome da cabeça inchada; O = linhagens isoladas de aves com sinais clínicos 
de onfalite. Os números entre parênteses correspondem às porcentagens. 

Genes de Adesinas- Número de amostras positivas nas PCRs 

Grupo fi mA papA cri csgA tsh lpfa0141 lpfA0154 ih a 

N 5(16,7) O (O) 3 (10) O (O) 3 (10) 1 (3,3) 6 (20) 4 (13,3) 

s 7 (29,2) 6 (25) 7 (29,2) 21 (87,5) 6 (25) 6 (25) 14 (58,3) 5 (20,8) 

H 9 (64,3) 5 (35,7) 7 (50) 9 (64,3) 7 (50) O (O) 14(100) O (O) 

o 3 (27,3) O (O) 4 (36,4) 6 (54,5) O (O) O {O) 9 (81 ,8) 2 (18,2) 

Tabela S. Número de linhagens de E. co/i de origem aviária que apresentaram resultado positivo para os 
genes de captação de ferro detectados por PCR. N = linhagens isoladas da região cloacal de aves sem sinais 
clínicos de doença, denominadas comensais; S = linhagens isoladas de aves com septicemia; H = linhagens 
isoladas de aves com sinais clínicos de síndrome da cabeça inchada; O = linhagens isoladas de aves com 
sinais clínicos de onfalite. Os números entre parênteses correspondem às porcentagens. 

Genes de Captação de ferro - Número de amostras positivas nas PCRs 

Grupo fyuA irp-2 iucA fepC sitA 

N 4 (13,3) 4 (13,3) 2 (6,7) 8 (26,7) 8 (26,7) 

s 4(16,7) 5 (20,8) 11 (45,8) 7 (29,2) 3 (12,5) 

H 8 (57, 1) 10 (71 ,4) 6 (42,9) 13 (92,9) 4 (28,6) 

o 4 (36,4) 4 (36,4) O (O) 5 (45,5) 2 (18,2) 

A figura 2 indica a quantidade de genes de adesinas detectados por PCR para cada 

grupo de linhagens. Podemos verificar que em nenhuma linhagem foram identificados os 8 

genes testados por PCR. As linhagens apresentaram, no máximo 5 genes. Dentro do grupo 

das linhagens comensais ou AFEC (N), podemos verificar a maior incidência de linhagens 
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nas quais nenhum gene foi detectado (mais de 40% das amostras não apresentaram nenhum 

gene de adesina); e quase a metade das amostras comensais apresentou um único gene de 

adesina. Em nenhuma linhagem foram detectados 5 genes. No grupo das linhagens 

septicêmicas (S), em mais de 35% das amostras foram detectados apenas 2 genes. E em 

mais de 20% das mesmas foram identificados 5 genes. No grupo de linhagens de síndrome 

da cabeça inchada (H) houve maior incidência de linhagens com número alto de genes: 

mais de 40% das amostras apresentou 4 genes e mais de 20% apresentou 5 genes. As 

linhagens de onfalite (O) apresentaram, no geral, maior número de genes do que as 

amostras comensais, mas dentre os grupos de APEC, foram as que apresentaram a menor 

incidência de genes de adesinas. 

Genes de adesinas 
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!9 
i 20.00 
1:! 
~ 

15.00 

10.00 

5.00 
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N s H o APEC Total 

Grupos 

Fig. 2 Número de genes (de O a 5) de adesinas apresentado por cada grupo de linhagens, em porcentagens. S = 

linhagens isoladas de aves com septicemia; H= linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de síndrome da 
cabeça inchada; O= linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de onfalite . 
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A figura 3 indica a quantidade de genes de captação de ferro detectados por PCR 

para cada grupo de linhagens. Apenas em linhagens septicêmicas (S) e de síndrome da 

cabeça inchada (H) foram detectados os 5 genes testados. Mais de 50% das linhagens 

comensais ou AFEC (N) não apresentaram nenhum gene e aproximadamente 20% 

apresentaram apenas 1 gene. Dentre as linhagens sepficêmicas (S), quase 40% não 

apresentaram nenhum gene e mais de 20% apresentaram apenas 1 gene. Dentre as 

linhagens septicêmicas (H), todas apresentaram pelo menos 1 gene. Mais de 60% destas 

apresentaram 3 genes e em aproximadamente 20% das linhagens foram detectados todos os 

genes de captação de ferro testados por PCR. No grupo das linhagens associadas à onfalite 

(0), nenhuma apresentou todos os genes. Em cerca de 35% das amostras não foi 

identificado nenhum gene e em aproximadamente 30% das amostras foram identificados 

três genes. 

Genes de captação de ferro 

N s H o APEC Total 

Grupos 

Fig. 3 Número de genes (de O a 4) de captação de ferro apresentado por cada grupo de linhagens, em 
porcentagens. S = linhagens isoladas de aves com septicemia; H = linhagens isoladas de aves com sinais 
clínicos de síndrome da cabeça inchada; O= linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de onfalite. 
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Na figura 4, os genes de captação de ferro e adesinas foram tomados em conjunto 

para a apresentação dos dados. Nesta figura fica claro que o grupo de linhagens comensais 

ou AFEC (N) apresentaram a menor incidência de genes de virulência, seguidas pelas 

linhagens associadas à onfalite (0). As amostras septicêmicas apresentaram incidência alta 

de genes, além de uma grande diversidade no número de genes detectados, pois houve 

amostras com apenas 2 genes até amostras com 9 genes, enquanto para as amostras de 

síndrome da cabeça inchada (H), as quais apresentaram a maior incidência de genes de 

virulência, a amostra com menor quantidade de genes de virulência apresentou 4 genes e a 

amostra com maior número de genes apresentou 9 genes. 

Genes de Virulência (adesinas +captação de ferro) 
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Fig. 4 Número de genes (de O a 4) de virulência apresentado por cada grupo de linhagens, em porcentagens. S 
= linhagens isoladas de aves com septicemia; H = linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de síndrome 
da cabeça inchada; O= linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de onfalite. 
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4.3 Ilhas de Patogenicidade 

Os resultados obtidos nas reações de PCR para os genes de ilhas de patogenicidade 

(PAI), apresentados na tabela 6, foram semelhantes àqueles obtidos para os genes de 

virulência (adesinas e captação de ferro), com o grupo das amostras de síndrome da cabeça 

inchada (H) apresentando a maior incidência de genes associados a PAis, sendo que todos 

os genes testados foram detectados em amostras deste grupo. As amostras de onfalite (0), 

no entanto, foram aquelas que apresentaram a menor incidência de genes associados a 

PAis. Dentre os 6 genes testados, 4 (tia, ireA,papA,papGIIA) não foram identificados em 

nenhuma amostra. No caso das amostras comensais ou AFEC (N), os genes papA e PAI não 

foram detectados em nenhuma amostra. 

Tabela 6. Número de linhagens de E. co/i de origem aviária que apresentaram resultado positivo para os 
genes de ilhas de patogenicidade detectados por PCR. N = linhagens isoladas da região cloacal de aves sem 
sinais clínicos de doença, denominadas comensais; S = linhagens isoladas de aves com septicemia; H = 
linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de síndrome da cabeça inchada; O =linhagens isoladas de aves 
com sinais clínicos de onfalite. Os números entre parênteses correspondem às porcentagens. 

Ilhas de Patogenicidade- número de amostras positivas nas PCRs 

PAIIAPEC-01 PAI I UPEC 

Grupo tia ireA papA papGIIA PAI fyu 

N 1 (3,3) 4 (13,3) O (O) 2 (6,7) O (O) 4 (13,3) 

s 1 (4,2) 8 (33,3) 6 (25) 1 (4,2) 1 (4,2) 4(16,7) 

H 3 (21 ,4) 4 (28,6) 5 (35,7) 4 (28,6) 3 (21 ,4) 8 (57,1) 

o O (O) O (O) O (O) O (O) 2 (18,2) 4 (36,4) 

4.4. Teste de Patogenicidade: Dose Letal 50% (LD~ 

Os valores de dose letal 50% das linhagens APEC e AFEC analisados nesse estudo 

foram determinados em ensaios previamente realizados por Silveira et a/. (2002a), 

conforme metodologia descrita por Silveira et a/. (1994). Brevemente, as linhagens de 

Onfalite (O) e comensais ou AFEC (N) apresentaram os valores mais altos para DLso, 

sendo que tais valores foram sempre maiores do que 1010 células/mL e nenhuma ave foi 

morta pela infecção. Para amostras septicêmicas, os valores encontrados variaram entre 
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baixas doses e altas doses de infecção. Todas as amostras de síndrome da cabeça inchada 

apresentaram doses de infecção variando entre 109 e 107 células/mL. 

Tabela 7. Dose letal 50% (DL50) das amostras de E. co/i de origem aviária estudadas. Os valores de dose letal 
50% das linhagens APEC e AFEC analisados nesse estudo foram determinados em ensaios previamente 
realizados por Silveira et al. (2002a), conforme metodologia descrita por Silveira et al. (1994). As doses estão 
em células/mL. N = linhagens isoladas da região cloaca! de aves sem sinais clínicos de doença, denominadas 
comensais; S =linhagens isoladas de aves com septicemia; H= linhagens isoladas de aves com sinais clínicos 
de síndrome da cabeça inchada; O = linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de onfalite. Os números 
entre parênteses correspondem às porcentagens. 

Dose Letal 50% (Dlso) 

Grupo Dlso > 1010 
Dlso = 109

- 101 DL50 = 1 06
- 1 05 

N 30 (100) O (O) O (O) 

s 10 (41,6) 11 (45,8) 3(12,6) 

H O (O) 14 (100) O (O) 

o 11 (100) O (O) O (O) 

4.5. Ensaio de formação de biofilme 

O teste com cristal violeta demonstrou altos níveis de adesão em algumas amostras 

dentro de todos os grupos estudados, sugerindo capacidade de formação de biofilme, tanto 

no grupo de bactérias comensais quanto nos três grupos de bactérias patogênicas (Figs. 5, 6 

e 7). Dentre as amostras testadas, aquelas que apresentaram níveis de adesão 

particularmente altos e são candidatas para testes posteriores quanto às outras 

características biológicas são: 01, 03 e 05 para o grupo de linhagens associadas à onfalite; 

255, 362, SI , S4, S7, Sl4 e Sl7 para o grupo de linhagens associadas à septicemia; H3, H4, 

H12, Hl4 para o grupo de linhagens associadas à síndrome da cabeça inchada; e N3, N9 e 

N5 para o grupo de linhagens comensais (AFEC). 

O teste não-paramétrica Kruskal-Wallis (H= 6,2893; GL = 3; p = 0,0984) indicou 

que não há diferença significativa na capacidade de formação de biofilme entre as 

linhagens associadas aos diferentes grupos de doenças (septicemia, onfalite e síndrome da 

cabeça inchada). Indicou, também, que não há diferença entre a capacidade de formação de 

biofilme quando comparado o grupo de bactérias patogênicas com o grupo de comensais. 
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Fig. 5. Teste de formação de biofilme utilizando cristal violeta. Branco representa meio LB utilizado como 
controle negativo (absorbância = 0). 042 é uma amostra enteroagregativa de E. co/i com alta capacidade de 
formação de biofilme. DH5 a é uma amostra de E. co/i com baixa capacidade de formação de biofilme, 
utilizada como controle negativo. S representa amostras causadoras de septicemia, O representa amostras 
causadoras de onfalite, H representa amostras causadoras de síndrome da cabeça inchada, e N representa 
amostras AFEC. 
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Fig. 6. Teste de formação de biofilme utilizando cristal violeta. Branco representa meio LB utilizado como 
controle negativo (absorbância = 0). 042 é uma amostra enteroagregativa de E.coli com alta capacidade de 
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formação de biofilme. DH5 a é uma amostra de E. coli com baixa capacidade de formação de biofilme, 
utilizada como controle negativo. S representa amostras causadoras de septicemia, O representa amostras 
causadoras de onfalite, H representa amostras causadoras de síndrome da cabeça inchada, e N representa 
amostras AFEC. 
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Fig. 7. Teste de formação de biofilme utilizando cristal violeta. Branco representa meio LB utilizado como 
controle negativo (absorbância = 0). 042 é uma amostra enteroagregativa de E.coli com alta capacidade de 
formação de biofilme. DH5 a é uma amostra de E. co/i com baixa capacidade de formação de biofilme, 
utilizada como controle negativo. S representa amostras causadoras de septicemia, O representa amostras 
causadoras de onfalite, H representa amostras causadoras de síndrome da cabeça inchada, e N representa 
amostras AFEC. 

4.6. Produção de molécula auto-indutora de Quorum sensing 

Os meios pré-condicionados obtidos a partir de todas as amostras testadas, 

representando todos os grupos de doenças, além de amostras comensais, foram capazes de 

induzir maior atividade enzimática em relação ao meio LB puro (não condicionado), 

indicando presença de molécula sinalizadora AI-3 em todos os grupos, ainda que nem todas 

as amostras tenham se demonstrado valores de adesão estatisticamente diferentes daqueles 

apresentados por meio não condicionado. (Fig. 8). 
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Fig. 8: Verificação da produção de autoindutor AI-3 utilizando ensaio da enzima ~-galactosidase. Os valores 
de atividade enzimática são apresentados em unidades de Miller. LB representa o meio de cultura, utilizado 
como controle negativo. DH5 a é uma amostra de E. coli com baixa capacidade de formação de biofilme e 
baixa eficiência do sistema de "quorum sensing", utilizada como controle negativo. E2348(2) é uma amostra 
de E. coli enteropatogênica com capacidade de formação de biofilme e presença de sistema de "quorum 
sensing" previamente demonstradas (Nataro & Kaper, 1998). S representa amostras causadoras de septicemia, 
O representa amostras causadoras de onfalite, H representa amostras causadoras de síndrome da cabeça 
inchada, e N representa amostras AFEC. 

4.7 Teste de adesão em células HeLa e Hep-2 

Com relação ao teste de adesão, houve diferença nos resultados obtidos na presença 

e ausência de manose (tabela 8), indicando participação de outras fimbrias além da fimbria 

tipo 1. Para o teste na ausência de manose, os resultados obtidos foram: 16 (53,3%) das 

amostras comensais ou AFEC (N) demonstraram capacidade de adesão a células HeLa e 28 

(93,3%) a células Hep-2; 17 (70,8%) das amostras septicêmicas (S) apresentaram 

capacidade de adesão a células HeLa e 14 (58,8%) a células Hep-2; 13 (92,9%) das 

amostras de síndrome da cabeça inchada apresentaram capacidade de adesão a células 

HeLa e Hep-2 (apenas uma linhagem de síndrome da cabeça inchada não apresentou 

capacidade de adesão a nenhum tipo dessas células, na ausência de manose ). Dentre as 
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amostras de onfalite (0), 3 (27,3%) apresentaram capacidade de adesão a células HeLa e 2 

(18,2%) a células Hep-2 . 

Para o teste de adesão na presença de manose, que indica adesão via fímbria que não 

do tipo 1, os resultados obtidos foram : 6 (20%) das amostras comensais ou AFEC (N) 

demonstraram capacidade de adesão a células HeLa e 19 (63,3%) a células Hep-2; 13 

(54,2%) das amostras septicêmicas (S) apresentaram capacidade de adesão a células HeLa e 

10 (41,7%) a células Hep-2; 13 (92,9%) das amostras de síndrome da cabeça inchada (H) 

apresentaram capacidade de adesão a células HeLa e 11 (78,6%) a células Hep-2. Dentre as 

amostras de onfalite (0), 3 (27,3%) apresentaram capacidade de adesão a células HeLa e 2 

(18,2%) a células Hep-2. 

4.8. Teste de Adesão em Células Epiteliais de Traquéia 

O teste de adesão em células epiteliais de traquéia (tabela 8) indicou, no geral, 

menor número de linhagens com adesão positiva. Dentre as amostras comensais, 20 

(66,7%) das amostras comensais ou AFEC (N) apresentaram capacidade de adesão a 

células epiteliais de traquéia na ausência de manose e 10 (33,33%) apresentaram 

capacidade de adesão na presença de manose. Dentre as linhagens septicêmicas (S), 11 

(45,8%) amostras apresentaram capacidade de adesão a células epiteliais de traquéia na 

ausência de manose, enquanto 8 (33,33%) apresentaram capacidade de adesão na presença 

de manose. Dentre as linhagens de síndrome da cabeça inchada (H), 10 (71,4%) e 6 

(42,9%) apresentaram capacidade de adesão a células epiteliais de traquéia na ausência e 

presença de manose, respectivamente. Dentre as linhagens de onfalite (0), 4 (36,4%) e 1 

(9, 1%) apresentaram capacidade de adesão a células epiteliais de traquéia na ausência e 

presença de manose, respectivamente. 
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Tabela 8. Número de linhagens de E. coli de origem aviária que apresentaram resultado positivo para os 
testes de adesão em células HeLa, Hep-2 e em células epiteliais de traquéia, na presença e ausência de 
manose. N = linhagens isoladas da região cloaca) de aves sem sinais clínicos de doença, denominadas 
comensais; S =linhagens isoladas de aves com septicemia; H = linhagens isoladas de aves com sinais clínicos 
de síndrome da cabeça inchada; O = linhagens isoladas de aves com sinais clínicos de onfalite . Os números 
entre parênteses correspondem às porcentagens. 

Ensaio de Adesão - Número de amostras com adesão positiva 

Grupo TraquéiaSM TraquéiaCM HelaSM HelaCM Hep-2SM Hep-2CM 

c 20 (66,7) 1 o (33,3) 16 (53,3) 6 (20,0) 28 (93,3) 19 (63 ,3) 

s 11 (45,8) 8 (33,3) 17 (70,8) 13(54,2) 14 (58,3) 10 (41 ,7) 

H 10 (71 ,4) 6 (42,9) 13 (92,9) 13 (92,9) 13 (92,9) 11 (78,6) 

o 4 (36,4) 1 (9, 1) 3 (27,3) 3 (27,3) 2 (18,2) 2 (18,2) 

SM = sem manose; CM = com manose. 

4.9. Análise Estatística 

4.9.1. Análise de Correspondência (CA) 

A figura 9 consiste em uma representação bidimensional dos resultados obtidos pela 

análise de correspondência (CA). O eixo horizontal é responsável por 65,54% da inércia 

total e o eixo vertical é responsável por 18,16% da inércia total . O valor total de Qui­

quadrado foi 209,137 (d.f. = 75) e a inércia total foi (0,30112). De acordo com essa análise, 

portanto, os grupos que mais se diferenciam no que diz respeito à distribuição dos traços 

verificados são Síndrome da Cabeça Inchada (H) e Comensais, ou AFEC (N). Em seguida, 

os dois grupos que mais se diferenciam na distribuição dos traços são Septicêmicas e 

Comensais. A terceira maior distância é aquela entre Síndrome da Cabeça Inchada (H) e 

Onfalite (0). A menor distância encontrada, isto é, os dois grupos que menos se 

diferenciam na distribuição dos traços são Síndrome da Cabeça Inchada (H) e Septicemia 

(S). 
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Fig 9. Análise de Correspondência (CA) dos 24 traços estudados. N = linhagens comensais; S = linhagens 

septicêmicas, H= linhagens de síndrome da cabeça inchada; O= linhagens de onfalite .. 

4.9.2. Teste G 

O valor do teste G foi de 211 ,3361 com d.f = 63; e p<O,Oül. Isso indica que os 

quatro grupos diferem entre si no padrão de distribuição dos traços analisados. 

4.9.3. Análise de Componente Principal (PCA) 

A figura 1 O consiste em uma representação tridimensional dos resultados obtidos 

pela análise de componente principal. O modelo PCA construído resultou em 22 fatores que 

explicam um autovalor de 24,00. O fator 1 é responsável por 21,99% da inércia total 

(autovalor= 5,27) e o fator 2 é responsável por 11,49% da inércia total (autovalor= 2,75). 

A tabela K apresenta a contribuição relativa das variáveis para cinco fatores . 
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Na figura 10 é possível observar que as linhagens septicêmicas apresentam-se 

dispersas por toda a área do gráfico, enquanto as linhagens de síndrome da cabeça inchada 

(H), comensais (N) e de onfalite (O) aparentemente formam grupos específicos, com 

sobreposição entre O e N . 
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Fig. 10. Análise de componente principal (PCA) dos 24 traços estudados. N = linhagens comensais; S = 

linhagens septicêmicas, H= linhagens de síndrome da cabeça inchada; O= linhagens de onfalite. 

Na tabela 9, os traços com contribuição para a distribuição das linhagens superior a 

2% para os fatores 1 e 2 estão destacados em vermelho. É possível observar que os traços 

que mais contribuíram para o fator I foram os grupos filogenéticos e os valores de dose 

letal obtidos nos ensaios de patogenicidade (L50>10 10 e 109 > DL50< 10\ e para o fator 2 

foram os ensaios de adesão e a presença do gene lpfA0154. 
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Tabela 9. Análise de Componente Principal (PCA). Contribuição relativa das variáveis para os cinco fatores 

mais importantes. Os valores estão em porcentagem. Os valores destacados em vermelho são referentes às 

variáveis que mais contribuíram para a distribuição das linhagens. 

Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Factor 5 

fi mA 3,39 0,76 4,87 7,84 1,41 

papA 4,00 0,32 9,27 1 '16 0,00 

Cri 0,84 0,02 2,89 4,79 4,72 

csgA 5,16 4,14 1,45 0,65 11,98 

Tsh 2,47 0,95 2,33 1,44 16,92 

lpfa0141 0,60 0,75 7,01 21,19 1,03 

lpfA0154 4,44 9,61 0,12 1,31 0,57 

lha 0,03 0,06 4,09 24,53 1,02 

fyuA 2,14 3,40 5,12 8,58 0,87 

irp-2 3,92 4,13 2,68 10,84 4,17 

iucA 5,29 0,13 1,06 0,08 0,00 

fepC 4,87 0,03 0,00 0,96 15,64 

sitA 0,18 0,64 9,67 5,70 5,97 

Traq SM 0,04 4,80 18,59 1,01 11 ,84 

Traq CM 0,67 3,88 18,77 5,17 2,74 

HelaSM 3,78 13,32 2,76 O, 11 3,27 

HelaCM 8,07 7,49 0,97 0,05 1,00 

Hep-2SM 0,17 25,64 0,02 0,57 0,01 

Hep-2CM 0,72 19,42 0,94 0,00 0,49 

P (82 + D) 11,30 0,21 0,23 0,33 3,20 

NP (A+ 81) 11,30 0,21 0,23 0,33 3,20 

DL50 > 1010 13,44 0,01 1,36 0,26 1,86 

DL50 = 109
- 107 13,02 0,00 0,06 1,20 0,06 

DL50 = 106
- 105 0,15 0,05 5,50 1,92 8,02 

4.9.4. Algoritmo "K-means " 

A composição dos grupos formados pelo algoritmo "K-means" variou de acordo 

com o número de grupos formados. Para dois grupos, a composição de cada um deles está 
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demonstrada na tabela I O. Os traços que apresentaram variância maior entre os grupos do 

que dentro dos grupos foram DL50> 1010 and DL50=109
- 107

. 

Para três grupos, a composição é apresentada na tabela 11. Os traços que 

apresentaram variância maior entre os grupos do que dentro dos grupos foram DL50>10 10
, 

DL50=109
- 107 e Hep-2 SM. Para quatro grupos, a composição de cada um é apresentada 

na tabela 12. 

Os resultados obtidos utilizando-se o algoritmo K-means sugerem que a 

patogenicidade e o perfil de adesão (particularmente em células Hep-2) são, dentre as 

características testadas, as duas principais forças que moldam a estrutura dessa população 

de linhagens. 

Tabela 10. Composição dos dois grupos obtidos pelo algoritmo K-means. 

N 

5 

H 

o 

Cluster 1 Cluster 2 

0% 

54.17% 

100% 

O% 

100% 

45.83% 

0% 

100% 

Tabela 11. Composição dos três grupos obtidos pelo algoritmo K-means. 

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 

N 90% 0% 10% 

5 33.33% 33.33% 33.33% 

H O% 92.85% 7.14% 

o 18.18% O% 81.81% 

Tabela 12. Composição dos quatro grupos obtidos pelo algoritmo K-means. 

Cluster 1 Cluster 2 Cluster 3 Cluster 4 

N 93.33% 6.67% 0.00% 0.00% 

5 8.33% 25.00% 8.33% 58.33% 

H 0.00% 0.00% 64.29% 35.71% 

o 9.09% 81.82% 0.00% 9.09% 
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4.9.5. Análise de Função Discriminante (DA) 

A análise de função discriminante permitiu a discriminação dos grupos N, S, H e O 

por 15 traços (csgA, Hep-2 SM, lpfAOI54, HeLa CM, lpfa0141, A+BI, fepC, iha, cri, 

papA, tsh, irp-2, Traq SM, iucA e sitA) (Wilks' Lambda: 0,05225 aprox. F (45,181) = 

6,8788 p < 0,0000). Usando este modelo, 91,13% dos isolados foram corretamente 

classificados de acordo com os grupos N,S, H e O. Os resultados estão apresentados na 

tabela 13 

Tabela 13. Matriz de classificação usando o modelo DA para discriminar entre o-s grupos N, S, H e O. N = 
linhagens comensais; S = linhagens septicêmicas H = linhagens de síndrome da cabeça inchada; O = 
linhagens de onfalite_ Linhas: classificações observadas. Colunas: Classificação predita. 

Correta associação N s H o 
N 100 30 o o o 
s 83.34 o 20 2 2 

H 92.85 o o 13 I 

o 81.81 I o I 9 

Total 91 13 31 20 16 12 

As variáveis utilizadas no modelo de DA construído para separa os isolados de 

acordo com os níveis de patogenicidade - baixo, médio e alto - obtidos pelos testes de 

LD50 foram: csgA, lpfA0154, HeLa CM, A+Bl, fepC, iha, papA, tsh, Traq SM and iucA 

(Wilks' Lambda: 0,33228 approx. F (20,134) = 4,9232 p < 0,0000). Os resultados estão 

apresentados na tabela 14. 

Tabela 14. Matriz de classificação usando o modelo DA para discriminar entre os níveis de patogenicidade­
baixo, médio e alto - obtidas pelos testes de LDso- Linhas: classificações observadas. Colunas: Classificação 
predita_ 

Correta associação Baixo Médio Alto 

Baixo 92.15 47 3 I 

Médio 72.00 6 18 I 

Alto 66.66 I o 2 

Total 84.81 54 21 4 
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A melhor classificação foi obtida para o modelo de DA construido com para separar 

os isolados nos grupos obtidos pelo algoritmo K-means (Wilks' Lambda: 0,02337 aprox. F 

(28,126) = 24,934 p<O,OOOO). Aproximadamente 98% dos isolados foram classificados 

corretamente em um dos três grupos. As variáveis discriminantes mdicadas por este modelo 

foram Hep-2 SM, 106 > DL50< 105
, lpfA0154, iucA, Traq CM, fyuA, papA, tsh, fimA, 

pepC, Hep-2 CM, A+Bl, sitA e irp-2. Os resultados estão apresentados na tabela 15. 

Tabela 15. Matriz de classificação usando o modelo DA para discriminar entre os 3 grupos obtidos pelo 
algoritmo K-means. Linhas: classificações observadas. Colunas: Classificações preditas. 

Correta associação Grupo 1 Grupo 2 Grupo3 

Grupo 1 100,00 37 o o 

Grupo 2 100.00 o 21 o 

Grupo3 95.24 1 o 20 

Total 98.73 38 21 20 

As variáveis usadas na construção do modelo DA que melhor discriminaram as 

lingahens de acordo com os grupos AFEC e APEC foram: csgA, lpfA0154, HeLa CM, 

Hep-2 SM, DL50>10 10, sitA, A+Bl, TraqCM, 106 > DL50< 10
5

, cri e fimA (Wilks' Lambda: 

0,23952 aprox. F (11,67) = 19,338 p< 0,0000). O modelo permitiu 96% de classificação 

correta dos 1solados. Os resultados estão expostos na tabela 16. 

Tabela 16. Matriz de classificação usando o modelo DA para discriminar entre os grupos AFEC e APEC. 
Linhas: classificações observadas. Colunas: Classificações preditas. 

AFEC 

APEC 

Total 

Correta associação AFEC APEC 

96,67 

95,92 

96,20 

29 

2 

31 

47 

48 
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A separação nos 3 grupos obtidos pelo algoritmo K-means parece ser a melhor para 

os isolados analisados. O grupo 1 (composto por 90% dos isolados N, por 18% de isolados 

O e 1/3 dos isolados S - tabela 11) é caracterizado por baixa dose de patogenicidade 

(detenninada por LD50), bruxa freqüência de fatores de virulência, predominância dos 

filogrupos A e B1, boa capacidade de adesão, especialmente em células Hep-2. O grupo 2 

(composto por aproximadamente 93% de isolados H e por 1/3 dos isolados S) é 

caracterizado por dose intermediária de patogenicidade, alta freqüência de fatores de 

virulência, predominância dos filogrupos B2 e D, boa capacidade de adesão, especiahnente 

em células H eLa na ausência de mano se. O grupo 3 (composto por aproximadamente 82% 

dos isolados O, 1/3 dos isolados S, 10% dos isolados N e 7% dos isolados H) é 

caracterizado por baixa patogenicidade, baixa freqüência de fatores de virulência, alta 

freqüência de Ipfa0154 e predominância dos filogrupos A e Bl, baixa capacidade de 

adesão e completa ausência de adesão em células Hep-2 na presença de manose. 

Uma vez que o grupo das amostras septicêmicas (S) apresentou a diversidade mais 

alta nos isolados (fig. 10) e a maior incidência de associações incorretas (tabela 13), 

realizamos uma PCA utilizando apenas os isolados N, H e O (Fig. 11 ). Por esta figura, fica 

claro que o fator 1 é responsável pela separação entre H e N/0, e o fator 2 é responsável por 

contribuir para a separação entre N e O. As variáveis que mais contribuíram para o fator 1 

foram os níveis de dose letal (LD50) e os grupos filogenéticos (A, Bl, B2 e D); e para o 

fator 2 foram os ensaiOs de adesão e a presença de IpfaO 154. 
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Factor 1: 29.58% 

Fig. 11 Análise de componente principal (PCA) dos 24 traços estudados, excluindo-se as amostras 

sept1cêmicas (S) N =linhagens comensais; H= linhagens de síndrome da cabeça inchada; O= lmhagens de 

onfalite. 
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4.10. Rede Complexa 

O índice de modularidade, M, foi significantemente maior que aquele de redes 

aleatórias de tamanho similar (P < 0,001 ). O algoritmo AS identificou 3 módulos e 

tamanho similar (fig 12). O primeiro módulo, MI, é composto por 29 (97%) linhagens 

comensais, 3 (12,5%) septicêmicas, 1 (7,1%) de síndrome da cabeça inchada e 4 (36%) de 

onfalite. O segundo módulo, MJI, contém 7 (64%) linhagens de onfalite, além de 5 (36%) 

linhagens de síndrome da cabeça inchada e 6 (25%) das linhagens septicêmicas. O terceiro 

módulo, MJII, é composto por 15 (62%) linhagens de septicemia e 8 (57%) linhagens de 

síndrome da cabeça inchada. 
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MI 

MIII 

Mil 

Fig. 12. Representação em rede da ocorrência de cada característica biológica analisada nas linhagens de E. 

co/i. Os círculos representam cada característica biológica estudada. Linhagens de diferentes grupos 

patológicos são representadas por diferentes combinações de figuras geométricas e cores: triângulos cmza = 

linhagens comensais, diamantes cinza= onfalite; triângulos brancos= síndrome da cabeça mchada, diamantes 

brancos = septicemia. Ligação entre uma linhagem e uma caracteristica biológica indica que tal característica 

f01 detectada naquela linhagem. Cada módulo identificado pelo algontmo SA está destacado e nomeado pela 

letra M acompanhada por seu número correspondente. 
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S. Discussão 

Neste estudo, objetivou-se testar a possibilidade de um grupo de amostras APEC 

estar estruturado de acordo com as doenças causadas pelas diferentes linhagens, de forma 

que o grupo entendido como APEC na verdade se constitui de diferentes subgrupos 

(potenciais patótipos ou subpatótipos), não constituindo um único grupo homogêneo. A 

possibilidade de APEC abrigar diferentes subgrupos foi apontada em outros trabalhos 

(Delicato et al., 2003; Rodriguez-Siek et al., 2005). Entretanto, a relação entre tais 

possíveis subgrupos e as diferentes síndromes clínicas causadas por linhagens APEC não 

foi profundamente averiguada. 

Os resultados obtidos, neste trabalho, corroboram dados recentes de que amostras 

APEC são biologicamente (genética e fenotipicamente) distintas de amostras AFEC, 

estando adaptadas a um estilo de vida patogênico. Em relação ao grupo de linhagens APEC, 

o presente trabalho indica que a população de amostras está estruturada de acordo com os 

grupos patogênicos, havendo ao menos dois grupos distintos: um composto 

majoritariamente por linhagens associadas à onfalite e outro composto majoritariamente por 

linhagens associadas à síndrome da cabeça inchada. Assim, amostras causadoras de 

síndrome da cabeça inchada tendem a apresentar maior semelhança a outras amostras de 

síndrome de cabeça inchada do que em relação a amostras APEC associadas a outras 

condições patológicas. O mesmo é válido para linhagens causadoras de onfalite. Duas 

outras observações são de extrema relevância: linhagens septicêmicas parecem não formar 

um grupo coeso, sobrepondo-se às linhagens associadas a outras doenças; e as linhagens 

associadas à onfalite, embora apresentem tendência a formarem um grupo coeso, possuem 

uma similaridade muito maior com linhagens AFEC do que aquela apresentada entre AFEC 

e síndrome da cabeça inchada. Isso sugere que dificuldades em caracterizar o patótipo de 

APEC pode se dever ao fato de que APEC não consiste em um patótipo, em um grupo 

único, mas em um conjunto estruturado de patótipos ou subpatótipos relacionados a vàrias 

doenças, sendo que alguns desses subgrupos são mais similares a linhagens comensais do 

que outros. Isso explicaria a dificuldade em se estabelecer um método exato para distinguir 

linhagens AFEC de linhagens APEC (Johnson et al., 2008). Um nível de resolução que 

permite discriminação entre linhagens que se encontram nos extremos (as menos 
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semelhantes), como AFEC e síndrome da cabeça inchada, pode não permitir diferenciação 

entre linhagens pertencentes a grupos mais similares, como AFEC e onfalite. Assim, 

algumas linhagens APEC serão freqüentemente classificadas erroneamente em AFEC e 

vice-versa. É plausível, porém, que haja um fator ou um conjunto de fatores envolvidos na 

patogênese e compartilhados por todos os subgrupos de APEC, dada a natureza extra­

intestinal deste patógeno (Rodriguez-Siek et a/., 2005). Caso estes fatores sejam elucidados 

e empregados como parâmetro de discriminação, talvez seja possível discriminar entre 

linhagens APEC e AFEC. Entretanto, enquanto forem empregadas características 

biológicas mais gerais, é esperado que ocorram erros de classificação devido ao fato de 

APEC não se constituir em um grupo homogêneo, mas em um conjunto de grupos 

relacionados a doenças específicas que mantêm heterogeneidades entre si. Em outras 

palavras, uma mesma "linha de corte", se muita frouxa, pode incluir linhagens AFEC no 

grupo de APEC, se muito rígida, pode incluir como AFEC linhagens que na verdade são 

APEC. 

Dados de outros pesquisadores apontam na mesma direção dos resultados obtidos 

neste trabalho, corroborando-o. Rodriguez-Siek e colaboradores (2005) encontraram uma 

diferença significante na distribuição de genes associados à virulência entre linhagens 

relacionadas a duas síndromes clínicas distintas, septicemia e celulite, sugerindo a 

existência de subgrupos diferentes associados às diferentes doenças. Monkady et a/. (2005), 

comparando seus resultados com aqueles obtidos por Stocki et a/. (2002), observou que 

duas linhagens do mesmo sorogrupo (02), uma associada com septicemia e outra com 

celulite, diferiam no número de seqüências de DNA associadas com virulência, sugerindo 

que linhagens septicêmicas aparentavam ter adquirido um conjunto maior de fatores de 

virulência. 

Portanto, diferenças entre linhagens associadas a diferentes síndromes clínicas 

parecem constituir um fato, não apenas verificado no que concerne a genes de virulência 

(Stocki et a/., 2002; Monkady et a/., 2005; Rodriguez-Siek et a/., 2005), mas também com 

base em traços fenotípicos, como adesão e letalidade, conforme demonstrado neste 

trabalho. 

As linhagens septicêmicas, embora não aparentam constituir um grupo, por se 

sobreporem a linhagens de onfalite e síndrome da cabeça inchada, demonstram pequeno 
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grau de sobreposição com linhagens AFEC, como pode ser observado pelos resultados da 

análise estatística e da rede complexa, o que é consistente com a discriminação entre 

linhagens APEC e AFEC encontrada por outros grupos (Rodriguez-Siek et a/. 2005; 

Johnson et ai. 2008) e corrobora a idéia de linhagens APEC não serem oportunistas, mas 

constituírem um grupo com genoma e maquinaria celular adaptados à patogenicidade. 

Por outro lado, o padrão disperso de distribuição das linhagens associadas à 

septicemia deve ser realçado devido ao fato de amostras septicêmicas serem 

constantemente selecionadas para estudos com linhagens de E. coli aviàrias comprometidos 

com identificação do patótipo APEC. Uma vez que este grupo patogênico, dentre os grupos 

testados neste trabalho, aparenta ser aquele com maior diversidade, a escolha deste grupo 

sozinho para os estudos pode ser um obstáculo, embora sua caracterização seja 

fundamental, para determinação do patótipo APEC. 

Apesar de nossos resultados não serem conclusivos em relação à natureza das 

amostras septicêmicas, uma vez que elas não formaram um grupo coeso, é possível fazer 

algumas considerações. O padrão disperso encontrado poderia ser explicado pelo fato de 

que o conjunto de fatores associados com septicemia (isto é, o conjunto de fatores 

responsáveis pela patogênese associada a esta doença), compartilhado por estas linhagens, 

não foi estudado aqui. Caso tais dados estivessem incluídos no estudo, gerariam coesão do 

grupo. Neste caso, assim que forem identificados tais fatores, as amostras septicêmicas 

serão agrupadas por sua presença, formando um subgrupo distinto de APEC associado à 

septicemia. Esta explicação parece improvável, uma vez que para os outros dois grupos, 

onfalite e síndrome da cabeça inchada, os quais se apresentaram como grupos mais coesos, 

foram estudadas as mesmas características, e mesmo assim os grupos apresentaram alguma 

coesão. Uma explicação alternativa, portanto, seria a de que mais de um subgrupo ou 

subpatótipo dentro de APEC podem gerar uma condição patológica de septicemia, 

dependendo da evolução do quadro clínico e/ou das condições imunológicas do hospedeiro 

e/ou presença de infecções primàrias e/ou presença de traços de virulência específicos nas 

linhagens, os quais permitem adesão a diversos tecidos, uma vez que linhagens 

septicêmicas empregadas em estudos de APEC são retiradas de vàrios sítios infecciosos. 

Neste caso, por definição, linhagens septicêmicas não formariam um único grupo 

homogêneo, mas seriam uma miscelânea de linhagens associadas a diferentes grupos de 

51 



doenças. De fato, em humanos, mais de um patótipo de ExPEC, como UPEC e NMEC 

podem causar septicemia. (Kaper et ai., 2004). 

As análises estatísticas empregadas neste trabalho não determinam o número 

"natural" de grupos dentro da população, o que é fruto de interpretação dos dados com base 

nas similaridades entre amostras. Entretanto, a rede complexa, diferente da estatística 

multivariada empregada, revelou uma estrutura baseada em três grupos ou módulos, o que 

indica que a população de APEC deve estar mesmo estruturada, uma vez que um dos 

módulos é composto basicamente por linhagens AFEC. Assim, caso o grupo de APEC não 

estivesse estruturado em diferentes subgrupos, seria esperado haver apenas mais um 

módulo, contendo todas as APEC, de forma que haveria no total apenas dois módulos, um 

composto por AFECs e um por APECs. Não foi o que se observou. A rede revelou a 

existência de três módulos: dois módulos associados majoritariamente a linhagens APEC -

além do módulo composto por linhagens AFEC - um onde está alocada a maioria das 

linhagens de onfalite e outro onde está alocada a maioria das linhagens de síndrome da 

cabeça inchada. As aparentes diferenças entre os resultados obtidos pela análise 

multivariada e pela rede podem ser explicadas pelo fato de que a rede, embora não seja um 

método hierárquico, associa obrigatoriamente uma linhagem a um módulo, de forma que 

diferenças entre linhagens de um mesmo módulo não podem ser visualizadas e são 

subestimadas. A estatística multivariada, apesar de não identificar grupos, permite 

vislumbrar que as amostras de onfalite estão próximas das comensais, mas que as amostras 

de síndrome da cabeça inchada, embora mantenham diversidade entre si, estão mais 

afastadas das linhagens AFEC e de onfalite. E a grande diversidade das linhagens 

septicêmicas não é visualizada na rede tão bem quanto é na análise multivariada, embora 

tais linhagens estejam presentes nos três módulos. 

O grupo das amostras de síndrome da cabeça inchada demonstrou-se bastante coeso 

e distante das linhagens comensais e de onfalite. As linhagens de síndrome da cabeça 

inchada apresentaram a maior incidência de genes detectados por PCR relacionados a 

adesinas, captação de ferro e ilhas de patogenicidade, alta capacidade de adesão em células 

HeLa, Hep-2 e epiteliais de traquéia. Além disso, é um grupo majoritariamente constituído 

por linhagens de filogrupos de E. co/i associados à patogenicidade (B2+D) e com alta 

patogenicidade nos testes de LD50 (apenas 3 amostras septicêmicas apresentaram 
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capacidade de infecção mais alta que as amostras de síndrome da cabeça inchada). Dessa 

forma, há uma forte indicação de que se trata de um grupo de linhagens adaptadas à 

patogenicidade, com um sítio de infecção específico e com características genotípicas e 

fenotípicas bem delimitadas. 

Como foi possível observar com os resultados, as amostras de onfalite e comensais 

(ou AFEC) foram aquelas que apresentaram maior similaridade. Especificamente o 

algoritmo K-means indicou resultados interessantes. Esse algoritmo, ao contrário do 

algoritmo empregado na rede complexa, não identifica a quantidade de grupos "naturais" 

existentes em uma dada população. É preciso informar essa quantidade e a partir desse 

dado ele aloca as diferentes linhagens estudadas em um dos grupos. Quando se determina 

dois grupos, o algoritmo aloca todas as linhagens de onfalite e comensais (ou AFEC) em 

um único grupo e no outro ele aloca todas as linhagens de síndrome da cabeça inchada. 

Aproximadamente metade das amostras septicêmicas são alocadas em cada um dos grupos. 

Já com três grupos, o resultado é completamente diferente: 90% das linhagens comensais 

(ou AFEC) ficam em um grupo e aproximadamente 82% das linhagens de onfalite são 

alocadas em outro, sendo a sobreposição entre os dois grupos muito pequena. Neste caso, 

com três grupos, mais de 90% das linhagens se síndrome da cabeça inchada são alocadas 

em um grupo a parte, em que não há nenhuma linhagem comensal (AEFC) e nenhuma 

linhagem de onfalite. As linhagens septicêmicas são distribuídas igualmente dentre os três 

grupos. Conclui-se, deste teste, que dependendo do nível de resolução que adotamos, as 

amostras de onfalite (O) e comensais (N) podem ser alocadas em um mesmo grupo ou em 

grupos separados. Para compreender quais as características que diferenciam estes dois 

grupos, é possível utilizar os resultados da análise de componente principal. Segundo esta 

análise, os dados que mais contribuem para a separação entre os grupos de onfalite e 

comensais são os ensaios de adesão e a presença do gene Ipfa0154, relacionado à adesão. 

Ainda de acordo com essa análise, os dados que mais contribuem para a similaridade entre 

estes dois grupos são os filogrupos (A, B!, B2 e D) e os níveis de dose letal (LD50). Uma 

possível explicação biológica para o fato de linhagens comensais e de onfalite diferirem no 

que diz respeito à adesão seria o fato de as vias de infecção serem distintas. Linhagens de 

onfalite não precisam infectar o trato digestivo, podendo infectar o ovo, sendo capazes de 

atravessar a casca quando ainda "mole". O sítio de infecção das linhagens de onfalite é o 
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saco da gema do ovo, enquanto amostras comensais infectam sítios intestinais. Portanto, faz 

sentido que as linhagens sejam diferentes em relação ao padrão de adesão, ainda que 

apresentem outras características genéticas e fenotípicas semelhantes, como os filogrupos e 

as doses de letal idade. Estas duas características são em geral associadas à patogenicidade. 

Assim, linhagens de onfalite talvez sejam linhagens oportunistas, conforme jà apontado por 

Silveira et a/. (2002a, 2002b ), ou ainda podem constituir um grupo patogênico de baixa 

letalidade (característica que o aproxima de linhagens AFEC) associado a um sítio de 

infecção bastante específico, o qual requer uma via de infecção particular (característica 

que diferencia o grupo das linhagens AFEC). Neste cenário, linhagens de onfalite não 

seriam oportunistas, mas especialistas associados a um nicho específico, o saco da gema 

dos ovos. 

Acredita-se que a proteína hemaglutinina sensível a temperatura (tsh) contribua para 

os estàgios iniciais da infecção, incluindo colonização dos sacos aéreos, mas não estando 

associada à subseqüente infecção generalizada (Dozois et ai., 2000). Nesse contexto, é 

relevante o fato de que nenhuma linhagem de onfulite (O) e apenas três dentre trinta 

amostras AFEC tiveram o gene tsh detectado por PCR. Isso reforça a possibilidade de 

linhagens de onfalite serem patógenos especialistas. Infectam o saco da gema do ovo, sendo 

transmitidas no momento da postura dos ovos, de forma que não seria necessária a proteína 

tsh, uma vez que não há colonização dos sacos aéreos. O mesmo argumento também se 

aplicaria a hipótese de patógeno oportunista. 

Os resultados obtidos por Johnson e colaboradores (2008) corroboram nosso 

trabalho. No citado trabalho, as linhagens não foram separadas de acordo com as doenças 

que causavam, ou os sítios de onde foram isoladas (os quais refletem as doenças). Genes de 

virulência foram utilizados para classificar as amostras APEC. De acordo com os 

resultados, as amostras APEC foram separadas em dois grupos, um de baixa e um de alta 

patogenicidade. Muitas amostras APEC foram erroneamente classificadas como AFEC por 

apresentarem uma pequena quantidade de gene de virulência e os pesquisadores sugeriram 

que estas seriam linhagens oportunistas. É possível conjecturar que essa organização das 

amostras APEC em diferentes grupos, com patogenicidade crescente, reflita a estrutura 

populacional que sugerimos existir e que o padrão de distribuição dos genes de virulência 
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não seja aleatório, mas relacionado aos diferentes subpatótipos existentes dentro de APEC e 

associados às diferentes patologias causadas. 

Estes resultados são compatíveis com uma premissa bastaote simples, porém 

relevante, de que aves constituem-se em hospedeiros biologicamente tão complexos quanto 

os seres humanos. Assim como seres humanos, oferecem diferentes nichos para organismos 

patogênicos. Uma vez que há muitos patótipos de E. co/i associados com diferentes 

doenças em humanos, o mesmo poderia ser esperado para linhagens de E. co/i aviárias. A 

aparente diferença no número de patótipos identificados poderia ser atribuída a maior 

quantidade de estudos com linhagens humanas. 

Por fim, levando em conta os resultados apresentados neste trabalho e baseado no 

fato de que as diferenças entre os subgrupos de APEC são baseadas, dentre outras 

características, em proteínas associadas à membrana, como adesinas e sistemas de 

aquisição de ferro, seria interessante considerar estes subgrupos no desenvolvimento de 

vacinas, com o intuito de produzir vacinas com proteção cruzada, o que ainda não foi 

atingido com sucesso. 
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6. Conclusões 

Os resultados obtidos nesse trabalho indicam que a população de linhagens 

Escherichia co/i patogênicas para aves, APEC, deve estar estruturada em subgrupos -

patótipos ou subpatótipos - os quais estão associados às doenças que as linhagens causam 

no hospedeiro, de forma que APEC não constitui um grupo homogêneo. Assim, podemos 

sugerir a existência de um subpatótipo associado à onfalite, com características de 

letalidade semelhantes as de linhagens AFEC, mas com um padrão de adesão diferente. Tal 

subpatótipo seria possivelmente composto por linhagens especializadas em um nicho 

específico, o saco da gema do ovo. Ainda, sugerimos a existência de um segundo 

subpatótipo, associado à síndrome da cabeça inchada, igualmente adaptado à 

patogenicidade, mas com características mais "agressivas" evidenciadas pelos altos índices 

de letalidade, grande número de genes de virulência, altos índices de adesão. É possível que 

outros subpatótipos possam ser identificados, associados a outras condições patológicas, 

como celulite, pericardite, perihepatite, peritonite, infecções do trato respiratório. Essa 

hipótese deve ser testada com linhagens extraídas de sítios dessas infecções. 

Ainda, sugerimos que as linhagens associadas à septicemia não constituem um 

grupo homogêneo, mas uma miscelãnea de linhagens que podem pertencer a diferentes 

subpatótipos e que em última instãncia geram a síndrome sistêmica (septicemia), devido a 

evolução do quadro clínico e/ou das condições imunológicas do hospedeiro e/ou presença 

de infecções primàrias e/ou presença de traços de virulência específicos nas linhagens, os 

quais permitem adesão a diversos tecidos. 
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